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amerikan. amerikanisch
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miRNA engl.: microRNA
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mRNA Boten-RNA (engl.: messenger RNA)
mT-Ag mittleres Tumor-Antigen
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PCR Polymerasekettenreaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction)
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RCA engl.: Rolling Circle Amplification
resp. respiratorisch
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1 Einleitung
Die YOPI-Risikogruppe (Young, Old, Pregnant, Immunocompromised) umfasst Kin-
der, ältere Menschen, Schwangere und Menschen mit geschwächtem Immunsystem,
wobei die Schwächung der Abwehr durch angeborene oder erworbene Immundefek-
te hervorgerufen wird. Die erworbene Immunschwäche ist ein Resultat medizinischer
Interventionen oder von Infektionen, wie der wohl bekanntesten viralen Immunschwä-
chekrankheit AIDS. Angesichts der wachsenden Anzahl von Personen, die zur YOPI-
Risikogruppe gezählt werden, stehen menschliche Polyomaviren als aufstrebende op-
portunistische Erreger zunehmend im Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen.
Polyomaviren weisen weltweit einen hohen Durchseuchungsgrad auf und sind in der
Lage, nach einer langfristigen Verminderung der zellulären Immunitätslage, zu reak-
tivieren und schwerwiegende Erkrankungen hervorzurufen. 5-8% aller HIV-positiven
Patienten entwickeln eine, durch das humane JC-Polyomavirus (JCPyV) verursach-
te, degenerative Gehirnerkrankung mit hoher Mortalität; 6% der Nierentransplan-
tatempfänger erkranken an der sogenannten Polyomavirus-assoziierten Nephropathie,
hervorgerufen durch das humane BK-Polyomavirus (BKPyV) mit einem Verlust des
Spenderorgans in 30% der Fälle. Zudem kodieren Polyomaviren für Onkogene und
sind so in der Lage, Tumore zu erzeugen.
Polyomaviren sind kleine, unbehüllte DNA-Viren. Die Ansteckung erfolgt in der frü-
hen Kindheit hauptsächlich durch Schmierinfektion. Daher ist eine Desinfektion er-
schwert. Wichtigstes Werkzeug im Kampf gegen Polyomaviren ist deshalb die früh-
zeitige Erkennung der Infektion und die maßvolle Reduktion der medikamentösen
Immunsuppression bei Transplantatempfängern sowie die Entwicklung verbesserter
Nachweismethoden, neuartiger Medikamente und Impfungen.
Die Anzahl bekannter Polyomaviren verdreifachte sich aufgrund verbesserter Unter-
suchungsmethoden innerhalb der letzten sechs Jahre nahezu. Darunter befinden sich
zehn neue humane Polyomaviren, von denen zwei mit Erkrankungen des Menschen
assoziiert werden konnten. Das mit der Hauterkrankung Trichodysplasia spinulosa
(TS) assoziierte Polyomavirus (TSPyV) wird mit einer seltenen Haarfollikelerkran-
kung in Verbindung gebracht. Das Merkelzell-Polyomavirus (MCPyV) ist mit dem
Merkelzellkarzinom (MCC), einem seltenen, neuroendokrinen Hauttumor vergesell-
schaftet. Eine Assoziation der restlichen acht humanen Polyomaviren mit Erkran-
kungen ist bisher nicht bekannt. Trotz der steigenden Bedeutung dieser Virusfamilie
ist wenig über die Vielfalt ihrer Vertreter, deren Verbreitung und Ätiopathogenese
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bekannt. Versuche einer taxonomischen Gliederung gestalten sich schwierig, da sich
der phylogenetische Stammbaum durch neuentdeckte Polyomaviren stetig wandelt.
Das lässt eine komplexe evolutionäre Historie erwarten.
ImMittelpunkt dieser Doktorarbeit steht der Nachweis unbekannter Polyomaviren im
Menschen und nicht-humanen Primaten durch nukleinsäure- und antikörperbasierte
Nachweismethoden. Nicht-humane Primaten, als nächste Verwandte des Menschen,
beherbergen eine große Anzahl von Viren mit hohem Infektionspotenzial für den
Menschen und sind daher als Forschungsgegenstand von besonderem Interesse. Fol-
gende Fragestellungen werden in der vorliegenden Dissertationsschrift bearbeitet: (i)
Existieren weitere Polyomaviren in humanen und nicht-humanen Primaten? (ii) Wie
gliedern sich diese Vertreter in den phylogenetischen Stammbaum der Polyomaviren
ein? (iii) Liefern diese Viren Hinweise auf mögliche Transmissionswege, Tropismen
und Pathogenitäten der Polyomaviren? (iv) Inwiefern lassen Polyomaviren in nicht-
humanen Primaten auf die Existenz bisher unbekannter menschlicher Polyomaviren
schließen?
Die Erkenntnisse dieser Arbeit sind wegbereitend für die Etablierung effektiverer
Nachweismethoden und für zukünftige Studien, die die Pathogenität dieser potenzi-
ell onkogenen Viren zum Gegenstand haben.
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2 Schrifttum
2.1 Charakteristika der Polyomaviren
2.1.1 Eigenschaften und Systematik
Vor über 50 Jahren gelang Dr. Sarah Stewart und Dr. Bernice Eddy die Isolierung
des ersten Polyomavirus: das Murine Polyomavirus (MPyV). Sie übertrugen MPyV
auf neugeborene Nager und beobachteten, dass diese Tiere verschiedene Tumortypen
entwickelten und prägten so den Namen der Polyomaviren (griechisch: poly- = viel;
Suffix: -oma = Geschwulstbildung) [1]. Damit bestätigten sie die Untersuchungen von
Ludwik Gross, der die Polyomaviren 1953 erstmalig als Parotisagens beschrieb [2].
Seitdem wurden mehr als 70 neue Polyomaviren charakterisiert, die sowohl Vögel als
auch Säugetiere infizieren (Abb. 1 und 2; Tab. 1 auf S. 10). Mitglieder dieser Familie
sind kleine, unbehüllte DNA-Viren, die sich durch ein doppelsträngiges, zirkuläres
Genom von ca. 5 kb auszeichnen und in der Lage sind, Tumore hervorzurufen. Das
Simian Vacuolating Agent 40 (SV40) des Rhesusaffen, das erste in nicht-humanen
Primaten bekannte Polyomavirus, wird seit der Entdeckung im Jahr 1960 als Mo-
dell für onkogene Viren genutzt [3]. Viren der Familie Polyomaviridae sind ubiquitär
verbreitet und besitzen eine hohe Tenazität. Der natürliche Weg der Transmission
ist noch nicht vollständig geklärt. Vermutet wird vor allem die fäkal- und urino-orale
Aufnahme [4–8] sowie eine Infektion durch den Austausch von Körperflüssigkeiten
(Bluttransfusion, Samenflüssigkeit) [9,10] oder durch kontaminierte Organtransplan-
tate [11]. Eine transplazentare Übertragung wird angenommen [12–14]. Eine Studie,
die die Oberflächen von verschiedenen Gegenständen an öffentlichen und privaten
Plätzen untersuchte, konnte zeigen, dass 75% der Proben mit MCPyV-DNA kon-
taminiert waren. In 5% dieser Proben war die virale DNA durch Enkapsidierung
vor dem Abbau geschützt und somit vermutlich infektiös [15]. Zur Beurteilung der
hygienischen Wasserqualität werden Polyomaviren als sogenannte Indikatorviren un-
tersucht [16,17].
Vor dem Jahr 2000 gehörten die Polyoma- und Papillomviren als eigenständige Gat-
tungen der Familie Papovaviridae an. Angesichts unterschiedlicher biologischer und
physikalischer Eigenschaften kam es zur Trennung dieser Familie [18]. Momentan
wird die Einteilung der Familie der Polyomaviridae in drei Genera vorgeschlagen
(Abb. 1) [19]. Die Ortho- und Wukipolyomaviren beherbergen Polyomaviren der Säu-
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Abb. 1: Phylogenetischer Stammbaum der Polyomaviren. Modifiziert nach [19].
getiere. Die Trennung dieser Genera ist bedingt durch eine wesentliche Abweichung
der Nukleotidsequenzen [20]. Das Genus Wukipolyomavirus beinhaltet die humanen
Polyomaviren WUPyV, KIPyV, HPyV6 und HPyV7. Viele unterschiedliche Wirte,
wie Menschen, nicht-humane Primaten, Fledermäuse, Rinder, Pferde, Waschbären,
Nagetiere und Seelöwen werden von Polyomaviren infiziert, die unter dem Genus
Orthopolyomavirus zusammengefasst sind. Das Genus Avipolyomavirus beinhaltet
alle aviären Polyomaviren. Die Mitglieder dieses Genus unterscheiden sich von den




Der Nachweis der ersten zwei humanen Polyomaviren (Tab. 1 auf S. 10) gelang in den
siebziger Jahren. Den Forschern um Padgett et al. glückte die Isolierung von JCPyV
aus dem Gehirngewebe eines Patienten mit progressiver multifokaler Leukoenzepha-
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lopathie (PML) und Gardner et al. wiesen im Urin eines Nierentransplantatempfän-
gers BKPyV nach [24, 25]. Diese Viren wurden nach den Initialen der jeweiligen
Patienten benannt. Zeitgleich mit der Entwicklung neuer molekularbiologischer Me-
thoden konnten in den vergangenen sechs Jahren zehn weitere humane Polyomaviren
entdeckt werden (Abb. 2). Das KI-Polyomavirus (KIPyV) wurde unter Verwendung
der sogenannten Large-Scale Molecular Screening Methode aus zentrifugierten Fil-
terüberständen nasopharyngealer Aspirate isoliert [26]. Das WU-Polyomavirus (WU-
PyV) konnte wiederum in einer respiratorischen Probe mit Hilfe der Schrotschuss-
Sequenzierungsmethode detektiert werden [27]. Mit der Digital Transcriptome Sub-
traction war es Huichen Feng und seinen Kollegen 2008 möglich, MCPyV zu charak-
terisieren [28]. TSPyV konnte zwei Jahre später durch die Anwendung der Rolling





































































Abb. 2: Zeitachse der Entdeckungen der Polyomaviren. Humane Polyomaviren (rot),
Menschenaffen-Polyomaviren (blau), andere Polyomaviren nicht-humaner Primaten (grün), andere
Polyomaviren (schwarz).
wendung der RCA gelang der Nachweis der humanen Polyomaviren 6 (HPyV6) und
7 (HPyV7) durch Schowalter et al. in Hautabstrichen gesunder Probanden [30]. Die
Existenz des 2011 identifizierten humanen Polyomavirus 9 (HPyV9) wurde bereits
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vor über 30 Jahren postuliert. Harald zur Hausen und seine Kollegen stellten fest,
dass 30% der getesteten humanen Seren Antikörper gegen das B-lymphotrope Polyo-
mavirus der Meerkatzen (LPyV) aufwiesen, die sich in späteren Studien als kreuzrea-
gierende HPyV9-Antikörper herausstellten [31–34]. HPyV9 wurde unter Anwendung
einer degenerierten Polyomavirus-PCR im Serum einer nierentransplantierten Pati-
entin detektiert [35]. Das Institut Pasteur-Polyomavirus (IPPyV), das durch High-
Throughput Genome Sequencing (HTS) nachgewiesen werden konnte, unterscheidet
sich in zwei Nukleotiden innerhalb der nicht-kodierenden Kontrollregion (NCCR)
zum HPyV9 und konnte aus Hautproben isoliert werden [36].
Allein 2012 wurden drei neue humane Polyomaviren beschrieben (Abb. 2 auf S. 5).
Das Malawi-Polyomavirus (MWPyV) wurde aus dem Kot eines gesunden Kindes
aus Malawi mittels RCA und Pyrosequenzierung isoliert [37]. Im gleichen Zeitraum
berichten auch Buck et al. von der Isolierung eines zehnten humanen Polyomavirus
(HPyV10) durch RCA aus dem Gewebe einer Analwarze eines immunsupprimierten
Patienten. Es ist mit dem MWPyV Isolat zu 95-99% identisch [38]. Eine dem MW-
PyV und HPyV10 nah verwandte Variante, das MXPyV, wurde aus dem Stuhl an
Diarrhoe erkrankter Kinder unter Anwendung von HTS isoliert [39]. Innerhalb der
vorliegenden Arbeit werden die Stämme MXPyV/MWPyV/HPyV10 unter der Be-
zeichnung HPyV10 zusammengefasst. Das Saint-Louis-Polyomavirus (STLPyV), das
elfte humane Polyomavirus, ist dem am nächsten verwandten HPyV10 auf Nukleotid-
ebene zu 64,2% identisch [40]. Das zwölfte humane Polyomavirus (HPyV12) konnte
mittels degenerierter PCR in reseziertem Lebergewebe nachgewiesen werden. Es zeigt
keine engere Verwandtschaft zu den bisher bekannten Polyomaviren [41].
Simiane Polyomaviren
Unter den Menschenaffen sind 16 distinkte Polyomaviren bekannt (Tab. 1 auf S.
10). Dazu zählen neun Schimpansen-Polyomaviren, die in wildlebenden Schimpan-
sen detektiert wurden (PtrovPyV1-6, PtrosPyV1/2, PtrotPyV1) [42, 43] und das
Schimpansen-Polyomavirus (ChPyV). ChPyV wurde 2005 von Johne et al. erstmals
im Kot eines jungen Schimpansen beschrieben, jedoch konnte es nicht vollständig
sequenziert werden [44]. Zwei neue Genotypen von ChPyV sowie die vollständige Se-
quenzierung von drei genetischen Varianten gelang Deuzing et al. aus Blutproben in
Gefangenschaft gehaltener Schimpansen [45]. Drei Polyomaviren konnten im Goril-
la nachgewiesen werden (GbergPyV1, GgorgPyV1/2) [43]. Weitere Menschenaffen-
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Polyomaviren wurden im Borneo- (OraPyV1, PpygPyV1) und im Sumatra-Orang-
Utan (OraPyV2) beschrieben [43,46]. Innerhalb der Gruppe der Altweltaffen gelang
bisher die Beschreibung von zehn Polyomaviren. SV40, dessen natürlicher Wirt der
asiatische Rhesusaffe ist, stelle ein potentes Tumorvirus dar [47, 48]. Zwischen 1955
und 1963 wurden 150 Millionen Menschen mit SV40-kontaminierten Polio-Vakzinen
geimpft [3]. Für die Herstellung des Polioimpfstoffes wurden primäre Kulturen von
Nierenzellen des Rhesusaffen verwendet, die mit SV40 infiziert waren. Die Konta-
mination mit SV40 wurde erst festgestellt, als Nierenzellen der Afrikanischen Grün-
meerkatze verwendet wurden und das Zytoplasma eine Vakuolisierung erkennen ließ.
Aufgrund der hohen Tenazität der Polyomaviren überlebten infektiöse Partikel von
SV40 die Behandlungen zur Inaktivierung von Kontaminanten und die Impfstoffe
gelangten in den Handel [49]. In den folgenden Jahren konnten Personen, die SV40-
kontaminierte Impfstoffe erhalten hatten, keine akuten Erkrankungen zugeschrieben
werden und auch später trat kein erhöhtes Krebsrisiko auf [49–51]. Dass SV40 ei-
ne ätiologische Rolle für die Entwicklung von Tumoren in Menschen spielt, konnte
bisher nicht eindeutig bewiesen werden und entfachte eine ähnliche Kontroverse, wie
die Diskussion über Herpes simplex Typ 2 Virus als mögliches humanes Karzino-
gen [52,53]. Ein großer Teil der SV40-Seroreaktivität im Menschen konnte durch eine
Kreuzreaktivität gegen BKPyV erklärt werden [54]. Es scheint jedoch bewiesen, dass
SV40 den Menschen infiziert [55]. Berichte über SV40-neutralisierende Antikörper in
Menschen, die den kontaminierten Polioimpfstoffen nicht ausgesetzt waren, bestäti-
gen diese Annahme [56–58]. Angesichts der potenziellen Gefahr für die menschliche
Gesundheit wurde SV40 intensiv untersucht und entwickelte sich zu einem bevor-
zugten Labormodell für das Studium von molekularen Prozessen in eukaryotischen
Zellen und der zellulären Transformation.
Zwei distinkte Polyomaviren konnten bisher in Grünmeerkatzen beschrieben werden.
LPyV wurde vor über vierzig Jahren von Harald zur Hausen und Lutz Gissmann
aus einer B-lymphoblastoiden Zelllinie einer Afrikanischen Grünmeerkatze isoliert
und besitzt eine serologische Kreuzreaktivität mit HPyV9 [34,59,60]. Es wurde über
die Detektion von LPyV-DNA im Menschen berichtet, jedoch konnte dieses Ergebnis
bisher von keinem unabhängigen Labor reproduziert werden [35,61,62]. Der Forscher-
gruppe um Hirok Yamaguchi gelang der Nachweis des Vervet Monkey Polyomavirus
1 (VmPyV1) in der Milz einer Südlichen Grünmeerkatze, die in Zambia beheimatet
war [63]. Das Polyomavirus des Pavians (BabPyV, SA12 - simian agent 12) wurde aus
einer Nierenzelllinie einer Grünmeerkatze isoliert [64]. Serologische Studien weisen
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jedoch daraufhin, dass der Pavian der natürliche Wirt ist [65]. Ein zweites Pavian-
Polyomavirus (BPyV2), von dem bisher keine Sequenzen generiert wurden, zirkuliert
unabhängig von SA12 in Pavianen [66]. Das Cynomolgus-Polyomavirus (CyPyV) ist
eines der beiden bekannten Polyomaviren im Javaneraffen. Bisher ist lediglich ei-
ne kurze Sequenz von 129 bp bekannt [67]. Ein zweites Javaneraffen-Polyomavirus
(MfasPyV1) wurde 2013 beschrieben und komplett sequenziert [43]. Weiterhin konn-
ten Polyomaviren in West- und Ostafrikanischen Stummelaffen (PbadPyV1/2, Pruf-
PyV1) und in der Rotnasenmeerkatze (CeryPyV1) nachgewiesen werden [43].
Bei den sieben bekannten Polyomaviren in Neuweltaffen handelt es sich um Polyoma-
viren imWeißstirnkapuziner (CalbPyV1-3), im Rotgesichtklammeraffen (ApanPyV1)
und im Weißkopfsaki (PpitPyV1) sowie um zwei Polyomaviren im Totenkopfäffchen
(SquiPyV, SsciPyV1) [43,68] (Tab. 1 auf S. 10 und s. Kap. 3.3.3.1).
Polyomaviren anderer Säugetiere
Innerhalb der Klasse der Säugetiere wurden Polyomaviren in Nagetieren, Rindern,
Fledermäusen, Kaninchen, Pferden, Seelöwen und Waschbären beschrieben (Tab. 1
auf S. 10). Während Ludwig Gross das Murine Leukämie Virus (MLV) studierte und
neugeborene Mäuse mit MLV infizierte, beobachtete er, dass diese Tiere Tumore ent-
wickelten [2]. Als Auslöser dieser Tumore identifizierte er das sogenannte „parotis
agens“, das später durch Sarah Stewart den Namen MPyV erhalten sollte [1,69]. Im
selben Jahr konnte das Murine pneumotropic Polyomavirus (MPtV), das auch unter
den Namen Kilham- oder K-Virus bekannt ist, identifiziert werden [70]. Das dritte,
die Maus infizierende Polyomavirus, ist das Mastomys-Polyomavirus (MasPyV), wel-
ches 2011 aus der Milz einer Vielzitzenmaus in Zambia isoliert wurde [71] (Abb. 2
auf S. 5). Aus einem Haarfollikel-Epitheliom eines Syrischen Goldhamsters isolierten
Graffi und seine Kollegen das Hamster-Polyomavirus (HaPyV) [72, 73] und Ward et
al. gelang die Detektion des ersten Ratten-Polyomavirus (RatPyV) aus athymischen
Nacktratten, für das jedoch keine Sequenzinformationen zugänglich sind [74].
Die Isolierung des Bovinen Polyomavirus (BoPyV) erfolgte 1974 aus Nierenzellkul-
turen von Stummelschwanzmakaken und wurde daher ursprünglich Stumptailed Ma-
caque Virus (STMV) genannt [75,76]. Es stellte sich jedoch heraus, dass die Zellkultu-
ren mit kontaminierten bovinen Seren behandelt wurden. Aufgrund der tumorigenen
Eigenschaften von BoPyV wurde die Verwendung von bovinen Kälberseren in der
Zellkultur, vor allem im Zuge der Herstellung von Vakzinen, in Frage gestellt [77,78].
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In einer gesunden nordamerikanischen Fledermaus gelang der Nachweis des ers-
ten Fledermaus-Polyomavirus (BatPyV1) [79]. Seitdem wurden weitere Fledermaus-
Polyomaviren in südamerikanischen Fledermäusen (BatPyV2, 3 und 4) [80] und 24
Polyomaviren in afrikanischen Fledermäusen beschrieben [81] (Abb. 2 auf S. 5 und
Tab. 1 auf S. 10). Das Kaninchen-Polyomavirus (RKV, Rabbit kidney vacuolating
virus) wurde als Kontaminante in einigen Chargen des Shopes Papillomvirus identi-
fiziert. Da keine Sequenzen generiert werden konnten, erfolgte die Charakterisierung
bisher nur morphologisch und aufgrund antigenetischer Eigenschaften [82,83].
Vier weitere Polyomaviren wurden in Säugetieren beschrieben: (i) Das Seelöwen-
Polyomavirus (SLPyV) wurde in einem Fibropapillom identifiziert [84]; (ii) ein Poly-
omavirus eines Nördlichen See-Elefanten (NFSPyV), detektiert in der Plazenta [85];
(iii) das aus dem Auge eines Pferdes isolierte Pferde-Polyomavirus (EPyV) [86] und
(iv) das Polyomavirus eines Waschbären, das in einem Glioblastom detektiert werden
konnte (RacPyV) [87].
Polyomaviren der Vögel
Polyomaviren der Vögel zeichnen sich vor allem durch ihre hohe Pathogenität und
die Fähigkeit aus, auch in Tieren mit intaktem Immunsystem schwere Erkrankungen
hervorzurufen. Das Aviäre Polyomavirus (APyV) ist unter der früheren Bezeichnung
BFDV (Budgerigar Fledgling Disease Polyomavirus) bekannt und infiziert verschie-
dene Vogelarten [88, 89]. Des Weiteren wurden in Kanarienvögeln (CaPyV), Krä-
hen (CPyV), Finken (FPyV) und Gänsen (GHPyV) von APyV distinkte Vogel-
Polyomaviren dokumentiert (Tab. 1 auf S. 10) [21–23]. Die Avipolyomaviren un-
terscheiden sich von den Wuki- und Orthopolyomaviren in folgenden Eigenschaften:
Sie (i) verursachen akute Primärinfektionen; (ii) besitzen ein viertes Kapsidprotein
(Agnoprotein 1a oder VP4); (iii) weisen keinen Latenz- oder Persistenzzustand auf
und (iv) sind nicht onkogen [90].
Polyomavirale Partikel in unterschiedlichen Spezies
In Muscheln (Tapes semidecussatus und Mya arenaria), Zahnkarpfen (Xiphopho-
rus spp.), der Winter-Flunder (Pseudopleuronectes americanus) und im Weißen Stör
(Acipenser transmontanus) konnten Partikel detektiert werden, die morphologisch
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und biologisch polyomavirale Eigenschaften aufweisen [91–94]. Das Genom eines den
Japanischen Aal infizierenden Virus (JEECV) enthält ein offenes Leseraster, das eine
starke Homologie zum großen Tumor-Antigen (T-Ag) der Polyomaviren zeigt [95]. In
Reptilien und Amphibien wurde von Polyomavirus-Infektionen berichtet, wobei es
sich jedoch um papillomavirale Erkrankungen handelte [96].
Tab. 1: Vertreter der Polyomaviren
Virusspezies Abk. Wirt
Polyomaviren des Menschen
BK Polyomavirus BKPyV Mensch
Humanes Polyomavirus 6 HPyV6 ..
Humanes Polyomavirus 7 HPyV7 ..
Humanes Polyomavirus 9 HPyV9 ..
Humanes Polyomavirus 10 HPyV10 ..
Humanes Polyomavirus 12 HPyV12 ..
JC Polyomavirus JCPyV ..
KI Polyomavirus KIPyV ..
Merkelzell Polyomavirus MCPyV ..




WU Polyomavirus WUPyV ..
Polyomaviren der Menschenaffen
Gorilla beringei graueri Polyomavirus 1 GbergPyV1 Östlicher Flachlandgorilla
Gorilla gorilla gorilla Polyomavirus 1/2 GgorgPyV1/2 Westlicher Flachlandgorilla
Borneo-Orang-Utan Polyomavirus OraPyV1 Borneo-Orang-Utan
Pongo pygmaeus Polyomavirus 1 PpygPyV1 ..




Pan troglodytes troglodytes Polyomavirus 1 PtrotPyV1 Zentralafrikan. Schimpanse
Pan troglodytes verus Polyomavirus 1-6 PtrovPyV1-6 Westlicher Schimpanse





Cercopithecus erythrotis Polyomavirus 1 CeryPyV1 Rotnasenmeerkatze
Cynomolgus Polyomavirus CyPyV Javaneraffe
Macaca fascicularis Polyomavirus 1 MfasPyV1 ..
Pavian Polyomavirus 1 SA12 Pavian
Pavian Polyomavirus 2 BPyV2 ..
Piliocolobus badius Polyomavirus 1/2 PbadPyV1/2 Westafrikan. Stummelaffe
Piliocolobus rufomitratus Polyomavirus 1 PrufPyV1 Ostafrikanischer Stummelaffe
Simian virus 40 SV40 Rhesusaffe
Vervet monkey Polyomavirus 1 VmPyV1 Südliche Grünmeerkatze
Polyomaviren der Neuweltaffen
Ateles paniscus Polyomavirus 1 ApanPyV1 Rotgesichtklammeraffe
Cebus albifrons Polyomavirus 1-3 CalbPyV1-3 Weißstirnkapuziner
Pithecia pithecia Polyomavirus 1 PpitPyV1 Weißkopfsaki
Saimiri sciureus Polyomavirus 1 SsciPyV1 Totenkopfäffchen
Squirrel monkey Polyomavirus SqPyV ..
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Atypisches Ratten Polyomavirus RatPyV Ratte
Fledermaus Polyomavirus 1 BatPyV1 Nordamerikan. Mausohr
Fledermaus Polyomavirus 2-4 BatPyV2-4 Südamerikan. Fledermäuse
Cardioderma cor Polyomavirus 1 KY336 Herznasenfledermaus
Otomops martiensseni Polyomavirus 1-3 KY156,
K157,–a
Großohrfreischwanzfledermaus
Eidolon helvum Polyomavirus 1/2 KY270/– Palmenflughund
Rousettus aegyptiacus Polyomavirus 1/2 – Nilflughund
Chaerephon Polyomavirus 1/2 KY397/– Freischwanzfledermaus
Pteronotus davyi Polyomavirus 1 GTM203 Schnurrbartfledermaus
Miniopterus africanus Polyomavirus 1/2 KY369/– Langflügelfledermaus
Hamster Polyomavirus HaPyV Hamster
Mastomys Polyomavirus MasPyV Maus
Murines pneumotropes Polyomavirus MPtV ..
Murines Polyomavirus MPyV ..
Rabbit kidney vacuolating Polyomavirus RKV Kaninchen
Rind Polyomavirus BoPyV Rind
Pferd Polyomavirus EPyV Pferd
See-Elefant Polyomavirus 1 NFSPyV See-Elefant
Seelöwe Polyomavirus 1 SLPyV Seelöwe
Waschbär Polyomavirus RacPyV Waschbär
Polyomaviren der Vögel
Aviäres Polyomavirus APyV verschiedene Vogelspezies
Fink Polyomavirus FPyV Fink
Goose hemorrhagic Polyomavirus GHPyV Gans
Kanarienvogel Polyomavirus CaPyV Kanarienvogel
Krähe Polyomavirus CPyV Krähe
a –, bisher keine Abkürzung bekannt.
2.1.3 Morphologie des Virions
Das 40-45 nm große und unbehüllte Kapsid der Polyomaviren besteht aus 360 Mo-
nomeren des Hauptstrukturproteins (VP1), die zu 72 Kapsomeren angeordnet sind
(Abb. 3). Ein Kapsomer besteht aus fünf VP1, jeweils mit dem viralen Protein 2
(VP2) oder 3 (VP3) verbunden, die Kontakt zum Minichromosom aufnehmen [90].
Kapside kleiner Viren müssen aufgrund der geringen Genomgröße aus vielen identi-
schen Untereinheiten aufgebaut sein. Caspar und Klug entwickelten hierzu die Theo-
rie der „quasi-äquivalenten“ Anordnung der Proteine im Kapsid [97]. Sie postulierten,
dass ikosaedrische Kapside aus fünf- und sechswertigen morphologischen Einheiten,
Pentameren und Hexameren, aufgebaut sind und Asymmetrien durch alternative Bin-
dungsmodi ausgeglichen werden. Über die Struktur des Polyomavirus-Kapsids wurde
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heftig diskutiert. Die Forscher umWildy et al. publizierten 1960 die ersten elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen von negativ gefärbten Polyomaviren und postulierten,
dass die Viruspartikel der Polyomaviren die Symmetrie eines Ikosaeders aufweisen
und aus 42 morphologischen Untereinheiten bestehen [98]. Die Arbeitsgruppe um
Finch et al. wiederum gruppierte die Oberfläche fälschlicherweise in 420 Untereinhei-
ten, die in 12 Pentamere und 60 Hexamere eingeteilt ist [99]. Um so erstaunlicher war
es, als Rayment et al. in einer Studie über die Kristallstruktur des MPyV-Kapsid bei
einer 22,5 Å Auflösung zeigen konnten, dass alle morphologischen Einheiten Pentame-
re waren, die scheinbar flexibel mit den jeweiligen fünf- und sechswertigen Nachbarn
Verbindungen eingehen konnten [100]. Die interpentameren Kontakte sind carboxy-
terminale (C-terminale) Verlängerungen der VP1-Monomere, sogenannte Arme [101].
Die fünf- und sechswertigen Pentamere nehmen fünf C-terminale Arme auf und sen-
den die gleiche Anzahl Arme aus. Diese Verknüpfungen oder Kontakte benachbarter
Kapsomere sind innerhalb des Kapsids identisch, was im weiteren Sinne mit der
Theorie der „quasi-äquivalenten“ Anordnung konform geht. Caspar und Klug behiel-
ten somit recht in ihrer Annahme, dass das Kapsid der Polyomaviren eine nach rechts
verdrehte ikosaedrische Symmetrie aufweist (T = 7d) [97, 101–103]. Jedoch besteht












Abb. 3: Struktur des Polyomavirus-Kapsids. Aufgebaut aus (A) 60 hexavalenten (Stern) und
(B) 12 pentavalenten (Kreuz) VP1-Pentameren [104,105].
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2.1.4 Genomaufbau und Virusproteine
Genomaufbau
Die doppelsträngige DNA liegt im Virion als Minichromosom vor und ist mit vier zel-
lulären Histonen (H2A, H2B, H3, H4) in 24-26 Nukleosomenstrukturen assoziiert [90].
Der kodierende Strang des ca. 5 kb langen Genoms lässt sich nach dem Zeitpunkt
der Genexpression in zwei Bereiche einteilen: den früh-kodierenden Bereich mit den
Tumor-Antigenen (T-Antigene) und den spät-kodierenden Bereich mit den Struktur-
proteinen (VP1, VP2, VP3) und dem Agnoprotein (Abb. 4). Die Proteine werden
durch Spleißvorgänge gebildet. Die NCCR, eine regulatorische Sequenz von ca. 400
bp, liegt zwischen den Ausgangspunkten für die Transkription der frühen und späten
Region. Innerhalb dieser kurzen Region liegen regulatorische Motive: (i) der bidirek-
tionale Replikationsursprung; (ii) die Promotoren; (iii) die Enhancer-Region sowie
(iv) Bindungsstellen für virale und zelluläre Transkriptionsfaktoren [90]. Neben einer
archetypischen Form, charakterisiert durch eine lineare Architektur, existiert eine















Abb. 4: Genomaufbau von Polyomaviren. Abgebildet sind die offenen Leserahmen der Pro-
teine des früh- (grün) und spätkodierenden (blau) Bereiches: kleines T-Antigen (t-Ag), großes T-
Antigen (T-Ag) mit Intron (gepunktete Linie); die viralen Strukturproteine VP1, VP2 und VP3
sowie die nicht-kodierende Kontrollregion (NCCR) (grau). Ein offener Leserahmen für das Agno-
protein (Agno) existiert nicht bei allen Polyomaviren. Die Orientierung der Leserahmen wird durch
die Pfeile angezeigt.
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Virale Proteine
Die Benennung der frühen Antigene bezieht sich auf das jeweilige Molekulargewicht.
T-Ag ist ein multifunktionales Kernprotein, das in zahlreiche biologische Prozesse
regulatorisch eingreift. Es nimmt Einfluss auf das Zellwachstum, die virale und zel-
luläre DNA-Synthese sowie die Transkription [90] und interagiert mit verschiedenen
zellulären Proteinen [107–109]. So ist es durch Bindung an die Tumorsuppressorpro-
teine der Retinoblastom-Protein-Familie (pRb) [110–112] und dem Tumorsuppressor-
protein p53 in der Lage in nicht-permissiven Zellen unkontrollierte Zellproliferation
hervorzurufen [113–115]. Nach posttranslationaler Modifikation [116–120] gelangt es
über zwei Kernlokalisierungssignale (NLS, PK4RK) zielgerichtet in den Zellkern und
übt dort seine Funktionen aus [121,122].
Das T-Ag ist ein Multidomänenprotein und besitzt eine C-terminale und eine ami-
noterminale (N-terminal) Domäne (Abb. 5) [123,124]. Die C-terminale Domäne ent-
hält die DNA-bindende Domäne (DBD), die Helikase-Domäne mit der p53-Bindungs-
domäne, das Zinkfinger-Motiv, ATP-bindende Elemente und die sogenannte host-
range domain (HRD). Für die Entwindung der DNA bindet die DBD des T-Ag
an drei funktionale Regionen des Replikationsursprungs: (i) den frühen Palindrom
(early palindrom, EP); (ii) den pentanukleären Palindrom (PEN), mit vier GAGGC
Elementen; (iii) und eine adenin- und thyminreichen Domäne (A/T-reiche Domä-
ne) [125]. Innerhalb der Helikase-Domäne liegt die AAA+- Domäne (GPX3GKT
und GX3VNLE) [126, 127] und die p53-Bindungsdomäne [123, 126]. Das einzelne
Zinkfinger-Motiv (CX2CX5HX3H) ist unter den Polyomaviren konserviert und befin-
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Abb. 5: Funktionale Domänen und Bindungsmotive des T-Ag der Polyomaviren. N-
terminale Domäne (blau) mit dem CR1-Motiv; der DnaJ-Domäne (DnaJ), bindet Hsp70; dem Bub1-
und Cul7-Motiv; dem LXCXE-Motiv, bindet Mitglieder der pRb-Familie; sowie der Domäne des
Kernlokalisierungssignals (NLS). Die C-terminale Domäne (grün) enthält die DNA-bindende Do-
mäne (DBD); die Helikase-Domäne; die p53-Bindungsdomäne, bindet das Tumorsuppressorprotein
p53; das Zinkfinger-Motiv, ATP-bindende Elemente und die host-range domain (HRD) (grau) bei
BKPyV, JCPyV, SV40 und CeryPyV.
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Sequenzelement mit Cysteinen und Histidinen [128] und ist entscheidend für die Aus-
bildung stabiler T-Ag Hexamere [129,130]. Ein HRD-Motiv (CX2CX7HX2H) weisen
BKPyV, JCPyV, SV40 und CeryPyV auf [131]. Die N-terminale Domäne enthält,
neben dem (i) pRb1-Bindungsmotiv (LXCXE); (ii) das NLS und (iii) der DnaJ-
Domäne (HPDKGG), die mit Hsp70 interagiert und die ATPase aktiviert [132,133],
auch (iv) das CR1-Motiv (LX2LL); (v) das Bub1-Motiv (WD/EAWW) und (vi) das
Cul7-Motiv (FNEEN) für die Bindung von T-Ag an das Protein Cullin 7. Die drei
Letztgenannten sind innerhalb der Polyomaviridae konserviert und an der Zelltrans-
formation beteiligt [134–136].
Das kleine T-Antigen (t-Ag) ist ein Cystein-reiches Protein [137] und enthält N-
terminal einen Teil der Sequenzen der DnaJ-Domäne des T-Ags. Es inhibiert das
zelluläre Protein Phosphatase 2A (PP2A) [138, 139] und erhöht dadurch die T-Ag-
iniitierte Transformation [140,141]. MPyV und HaPyV produzieren eine dritte mR-
NA für das sogenannte mittlere T-Antigen (mT-Ag). Es ist essentiell für die Trans-
formation und die Tumorentstehung [142, 143] und nimmt Einfluss auf die virale
DNA-Replikation und Transkription der frühen und späten RNA [144, 145]. Das ti-
ny T, oder auch 17kT, wird von SV40 produziert und besitzt ein Molekulargewicht
von 17kDa. Es wird durch eine 135 bp Sequenz kodiert, wobei N-terminal die ersten
131 bp mit dem T-Ag identisch sind [146]. Es ist in der Lage, pRb zu inhibieren,
die virale Replikation zu steigern und die DnaJ-Domäne von T-Ag funktionell zu
ersetzen [147]. JCPyV exprimiert zusätzlich die frühen Proteine T’135, T’136 und
T’165 [148]. In vitro nehmen sie Einfluss auf die virale DNA-Replikation und bin-
den an zelluläre Tumorsuppressorproteine der pRb-Familie [149]. MCPyV kodiert
für das mit T-Ag nahezu identische Protein 57kT, das aber infolge einer Deletion
im C-terminalen Bereich keine DBD besitzt [28]. Ein 229 aa großes Protein (229T)
wird von STLPyV gebildet. Der offene Leserahmen enthält die DnaJ-Domäne. Das
Spleißingmuster unterscheidet sich vom mT-Ag der Nagetier-Polyomaviren und dem
T-Ag anderer Polyomaviren [40].
Der späte Genombereich kodiert für die Strukturproteine VP1, VP2 und VP3 sowie
für das Agnoprotein. Sie sind auf dem gegenüberliegenden Strang kodiert und die
RNA-Syntheserichtung ist zu den frühen T-Antigenen gegenläufig. Zudem besitzen
sie ein NLS und spielen eine wichtige Rolle während der viralen Zelladsorption, der
Zellpenetration und des Transports der viralen DNA in den Zellkern [90]. Das VP1 ist
ein ca. 350 Aminosäuren umfassendes pentameres Protein und bildet mit 75% den
größten Anteil des viralen Kapsids. Die monomere VP1 Grundstruktur weist drei
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funktionelle Domänen auf: (i) eine positiv geladene N-termiale Domäne, die mit dem
Minichromosom interagiert und das NLS beherbergt; (ii) eine Core-Domäne, beste-
hend aus antiparallelen β-Faltblättern mit acht Strängen, benannt mit den Buchsta-
ben B bis I in der Jelly-Roll-Topologie, die die Kontakte zwischen den Monomeren
realisieren (iii) sowie die C-terminale Domäne, die aus der Core-Domäne heraus-
ragt und für die Ausbildung der Kontakte zwischen den Pentameren innerhalb des
Viruskapsids verantwortlich ist [150–153]. Die Monomere werden N-terminal durch
eine Klammerstruktur fixiert; diese wird wiederum durch eine interpentamere Disul-
fidbrücke und die Bindung von zwei Kalziumionen pro Monomer stabilisiert [154,155].
Zwischen den fünf monomeren Untereinheiten des Pentamers befindet sich ein zen-






Abb. 6: Struktur eines VP1-Pentamers und eines VP1-Monomers der Polyomaviren.
(A) Struktur eines VP1-Pentamers des Merkelzell-Polyomavirus. Die VP1-Monomere sind in ver-
schiedenen Farben dargestellt. Aufsicht (links), Seitenansicht (rechts); aus [156]. (B) Kristallstruktur
eines VP1-Monomers der Polyomaviren. Angezeigt sind die DE-, HI- und BC-Loops; aus [33].
Die Oberfläche des VP1 ist durch die Ausbildung von fünf Schleifen (Loops) charak-
terisiert (BC, DE, EF, GH, HI-Loop) (Abb. 6 B). Die BC-, DE- und HI-Loops sind
hauptsächlich an der Rezeptorbindung beteiligt und enthalten wichtige neutralisie-
rende Epitope [157,158]. Die Loops BC1 und HI binden spezifische Sialinsäurederivate
auf der Zelloberfläche, die von allen Säugetierzellen exprimiert werden [159]. Die EF-
und DE-Loops beherbergen die Motive zur Bindung von Integrinen [160].
Im Gegensatz zum insgesamt konservierten VP1 Gen weisen diese Loops eine er-
hebliche Sequenzvariabilität innerhalb der Polyomavirusfamilie auf. Mutationen in
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diesem Bereich nehmen Einfluss auf die Pathogenität und auf mögliche Kreuzreak-
tionen [161–164]. Kreuzreaktionen wurden bisher nur für VP1-Proteine beschrieben,
die >75% Aminosäure-Identität aufweisen [34,165–167], wobei jedoch nicht zwangs-
läufig alle VP1-Proteine mit über > 75% Aminosäure-Identität kreuzreagieren müs-
sen [33,54,165,166]. Rekombinante VP1-Pentamere bilden ohne weitere Komponen-
ten des Virions korrekte kapsidähnliche Strukturen aus, sogenannte virusanaloge Par-
tikel (VLP, virus-like particles). Das lässt vermuten, dass die Informationen zur ge-
nauen Anordnung innerhalb des VP1-Gens enthalten sind [168]. Eine rekombinante
Gewinnung von VLPs kann durch eukaryontische Expression in Hefen, in Insekten-
zellen oder in COS7-Zellen realisiert werden [169–173]. Eine kostengünstige Variante
mit großer Ausbeute bietet das bakterielle Expressionssystem. Das Produkt sind
VP1-Pentamere. Nach der Aufreinigung können sie zu VLPs assemblieren, die ohne
die inneren Strukturproteine VP2 und VP3 und posttranslationale Modifikationen
des VP1 auskommen. Für die Stabilität der VLPs ist der pH-Wert, stabilisierende
Salze und der Redoxstatus entscheidend [174]. In der virologischen Serologie werden
sowohl VLPs als auch deren Untereinheiten als Antigene mit vergleichbaren Ergeb-
nissen eingesetzt [30,33,34,60,167,175–177].
VP2 und VP3 bilden das innere Kapsid und werden von derselben mRNA transla-
tiert. Die gesamte VP3-Sequenz ist C-terminal im VP2 enthalten und wird von einem
internen MAL-Motiv translatiert. Ein Loop von VP2 oder VP3 stellt die Verbindung
mit VP1 her, indem es in das zentrale Loch des VP1-Pentamers hineinragt. Diese
Proteine stabilisieren das Kapsid und sind an der Einhüllung des viralen Genoms
beteiligt [178].
SV40 exprimiert ein weiteres spätes Nicht-Strukturprotein (VP4), dessen Leserah-
men C-terminal des VP3-Gens liegt. Es gibt Hinweise darauf, dass es die Lyse der
infizierten Zellen auslöst, da es als Viroporin die Zellmembranen perforiert [179,180].
1981 gelang Gilbert Jay und seinen Kollegen die Erstbeschreibung des Agnoprote-
ins (griechisch: agno = ohne Wissen), dessen Leserahmen stromaufwärts der späten
Proteine liegt [181]. Die Länge variiert stark mit einer Größe zwischen 30-154 Ami-
nosäuren. Es übernimmt durch Interaktion mit VP1 eine wichtige Funktion in der
Virusmorphogenese und fördert als Viroporin die Freisetzung der Virionen [182–185].
Auf Grund der vorhandenen Sequenzinformationen wird das Agnoprotein bisher in 12
Polyomaviren vorhergesagt: BatPyV1, BatPyV3a und BatPyV3b, BKPyV, BoPyV,
ChPyV, JCPyV, MasPyV, SA12, SLPyV, SV40 und SquiPyV [186]. Die Sequen-
zidentitäten zwischen den Agnoproteinen der verschiedenen Polyomaviren variieren
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stark, wobei die Agnoproteine von BKPyV und JCPyV eine hohe Identität (>50%)
zu den Agnoproteinen der Affen-Polyomaviren SV40 und SA12 zeigen [186]. Die
aviären Polyomaviren exprimieren das Strukturprotein Agnoprotein 1a, auch VP4
genannt [187]. Es ist Bestandteil des Kapsids und spielt vermutlich eine Rolle beim
Verpacken des viralen Genoms. Es ist an der Apoptose beteiligt [21].
2.1.5 Viraler Lebenszyklus
Die Adsorption an die Wirtszelle wird durch das VP1 durch Bindung an unterschied-
liche Rezeptoren vermittelt, die jedoch meist mit Sialylsäureresten vergesellschaftet
sind [188,189]. Nach endozytotischer Aufnahme gelangt das Virus entlang des Endo-
plasmatischen Retikulums zum Zellkern und es kommt zur Freisetzung des viralen
Genoms, wo die Transkription der frühen Gene durch die zelluläre RNA-Polymerase
II startet [190]. Nach zytoplasmatischer Proteinsynthese gelangt das T-Ag über das
NLS zurück in den Kern und bindet mit dem Zinkfinger-Motiv der DBD an die vi-
rale DNA im Bereich des Replikationsursprungs und reguliert die Transkription der
frühen Gene durch Bindung an die Promotorbereiche. Das T-Ag unterbindet die Syn-
these der frühen Gene, wenn ausreichend T-Ag in der Zelle akkumuliert ist [191]. Die
Replikation der viralen DNA startet unter der Voraussetzung, dass sich die Wirts-
zelle in der S-Phase befindet. Das T-Ag wirkt regulierend auf die Replikation und
hemmt die Tumorsuppressorproteine p53 und pRb [192]. Erst nach der viralen DNA-
Replikation beginnt die Transkription der späten Gene. Der Zusammenbau des Viri-
ons geschieht im Zellkern. Vermehren sich die Viren in permissiven Zellen, verbleiben
die Nachkommen im Zellkern bis zum lytischen Zelltod. Ein kompletter Replikati-
onszyklus nimmt 48-72 Stunden in Anspruch [90]. Die virale DNA kann entweder im
Genom der Wirtszelle integriert oder episomal vorliegen und somit zu einer persis-
tenten Infektion der Zelle führen [193].
2.1.6 Rekombination
Rekombinationen nehmen einen erheblichen Einfluss auf die genetische Diversität
und erschweren die Aussage über mögliche evolutionäre Beziehungen zwischen Vi-
ren und ihren Wirten [194]. Um virale Eigenschaften analysieren und bewerten zu
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können, ist das Wissen über die evolutionäre Entwicklung entscheidend, da daraus
wichtige Informationen zur Wirtsspezifität und zu Wechselwirkungen mit dem Im-
munsystem gezogen werden können. Diese Kenntnisse sind maßgebend für eine effek-
tive Medikamenten- und Impfstoffentwicklung [195].
Angesichts der engen Wirtsspezifität und des zirkulären Genoms wurde angenommen,
dass Rekombinationen bei Polyomaviren nicht oder nur selten auftreten. Jedoch schei-
nen Rekombinationen innerhalb der Polyomaviridae häufiger aufzutreten, als bisher
angenommen: (i) Zwischen den Genotypen einzelner JCPyV- oder BKPyV-Stämme
wurden Rekombinationen beschrieben [196–199]. Allerdings widersprechen sich die
Forschungsergebnisse hinsichtlich der rekombinierten JCPyV-Stämme zum Teil und
verdeutlichen, wie anfällig die Analyse von Rekombinationsereignissen ist [197, 198].
(ii) Für die Viren des Genus Wukipolyomavirus wird aufgrund der divergierenden
phylogenetischen Stammbäume der frühen und späten Gene ein rekombinanter Ur-
sprung vermutet [26, 27, 30, 200]. (iii) Zudem wird ein rekombinanter Ursprung für
die neu entdeckten humanen Polyomaviren HPyV10 und STLPyV vermutet. Unter-
schiedliche Topologien, die auf Grundlage phylogenetischer Analysen der einzelnen
viralen Proteine errechnet wurden, und die geringe Ähnlichkeit zu den Proteinen bis-
her bekannter Polyomaviren aufwiesen, erlaubten, sowohl Yu et al. als auch Siebrasse
et al., einen rekombinanten Ursprung von HPyV10 zu vermuten [37, 39]. Auch Lim
und seine Mitarbeiter stützen diese These, indem sie einen gemeinsamen rekombi-
nanten Vorfahren, der sich früh von den anderen Polyomaviren abgespalten hat, für
HPyV10 und STLPyV postulieren [40]. Ying Tao und seine Kollegen beschrieben
unlängst die rekombinante Natur mehrerer Fledermaus-Polyomaviren [81].
Es liegt nahe, dass mit der Entdeckung weiterer neuer Polyomaviren auch die An-
zahl möglicher bekannter Rekombinationsereignisse zwischen den Genotypen steigt,
jedoch scheinen Interspezies-Rekombinationen die Ausnahme zu sein [201,202]. Cran-
dall et al. testeten 33 Polyomavirus-Sequenzen und fanden keinen Hinweis auf mög-
liche Rekombinationen innerhalb der Spezies [201].
Indes konnten die Forscher um Woolford et al. Rekombinationsereignisse zwischen
Polyoma- und Papillomaviren beobachten. In Nasenbeutlern detektierten sie das Ban-
dicoot Papillomatose Karzinomatose Virus 1 und 2, die in Sequenzvergleichen eine
hohe Identität mit den Polyomaviren in der frühen Region und den Papillomviren
in der späten Region zeigten. Die Wissenschaftler vermuten, dass diese Viren das
Ergebnis eines Rekombinationsereignisses sind, das ca. zehn Millionen Jahre zurück-
liegt und zwischen viralen Vorfahren beider Familien stattfand [203,204].
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Die Entdeckung des JEECV, dessen Genom ein T-Ag-Homolog enthält, veranlasste
die Wissenschaftler um Mizutani ebenso, über eine mögliche interfamiliäre Rekombi-
nation polyomaviraler Vorfahren mit einem unbekannten Virus zu spekulieren [95].
2.2 Polyomavirusinfektion
2.2.1 Infektionsverlauf
Die Ansteckung erfolgt im Kindesalter und verläuft meist inapparent [200]. Der na-
türliche Weg der Übertragung der Polyomaviren ist noch nicht vollständig geklärt.
Vermutet wird die Übertragung über Tröpfchen- und Schmierinfektion durch fäkal-
oder urino-orale Aufnahme [4–8]. Es wird davon ausgegangen, dass die Viren in den
Tonsillen replizieren und das jeweilige Zielorgan lympho-hämatogen erreichen.
Es folgt die Bildung von IgM-Antikörpern, und etwas zeitverzögert sind IgG und
IgA im Blut nachweisbar. Nach der Primärinfektion wird das Virus nicht vollstän-
dig eliminiert und verbleibt in den Zellen der Zielorgane [90]. Unter Einschränkung
der Immunkompetenz ist eine Reaktivierung mit schweren Krankheitsverläufen mög-
lich [205]. Die bereits gebildeten spezifischen IgG-Antikörper bieten teilweise Schutz
gegen die reaktivierten Viren. IgA unterstützt diesen Prozess kurzfristig, wohingegen
IgM während der Reaktivierung eine untergeordnete Rolle spielt.
2.2.2 Tropismus
Der Urogenitaltrakt, das zentrale Nervensystem und das hämatopoetische System
zählen zu den wichtigsten Orten der Polyomaviruspersistenz. In der Tabelle 2 auf
Seite 23 ist der Tropismus humaner Polyomaviren sowie von Polyomaviren ande-
rer Spezies, von denen eine Gewebepräferenz bekannt ist, aufgelistet. BKPyV- und
JCPyV-DNA wird hauptsächlich im Nierenepithel detektiert, wobei JCPyV-DNA in
geringeren Mengen als BKPyV-DNA in der Niere gefunden wird [206]. Auch die nah
verwandten Affen-Polyomaviren SV40 und SA12 zeigen eine Spezifität für das Nie-
rengewebe [3, 207]. BKPyV und JCPyV persistieren im Nierengewebe und werden
von immunkompetenten Personen intermittierend ausgeschieden [208]. Im Zuge ei-
ner Reaktivierung infiziert JCPyV vorherrschend Oligodendro- und Astrozyten. Eine
JCPyV-Variante mit einer Deletion im VP1 zeigt einen spezifischen Tropismus für ze-
TOC20
Schrifttum Copyright N. Scuda 2013 N. Scuda
rebrale Granularzellen; eine weitere, mit einer Deletion im Agnoprotein, vermehrt sich
dagegen in kortikalen Pyramidenzellen [209]. JCPyV-DNA wurde zudem vermehrt
in B-Lymphozyten und Monozyten gefunden, aber auch SV40- und BKPyV-DNA
konnte in peripheren mononukleären Zellen nachgewiesen werden [9,210]. Herz, Lun-
ge, Leber, Kolon, Milz und Tonsillen sind weitere Organe, in denen JCPyV detektiert
werden konnte [206,211]. Der Tropismus von BKPyV für das Urothel wird bestätigt
durch die häufige Dokumentation von BKPyV-Sequenzen in den Organen des Uroge-
nitaltrakts, wie Cervix, Vulva und Prostata sowie in urogenitalen Flüssigkeiten, wie
Sperma [212,213]. Der Nachweis von BKPyV gelang zudem in Proben des zentralen
Nervensystems [214].
MCPyV-DNA findet sich in Hautproben mit malignen (MCC) und nicht-malignen
Veränderungen, wobei in nicht-malignen Hautproben die Viruslast ca. 60 mal nied-
riger ist (s. Kap. 2.3.1) [215–217]. Neben der Haut konnten hohe Konzentrationen
von MCPyV-DNA in lymphoiden Organen nachgewiesen werden [218]. Das lympha-
tische System scheint eine entscheidende Rolle während der MCPyV-Infektion zu
spielen und stellt vermutlich einen Ort der MCPyV-Persistenz dar. So postulieren
Mertz et al. eine Ausbreitung von MCPyV in Monozyten [219]. Berichtet wird zudem
über den Nachweis von MCPyV-DNA in Organen des Verdauungstrakts (Mundhöh-
le, Speiseröhre, Darm, Gallenblase, Leber), in respiratorischen Proben, in der Lunge
und unter Immunsuppression im Urin [216, 220]. Der Urogenitaltrakt stellt vermut-
lich kein MCPyV-Reservoir dar [220].
Neben MCPyV scheinen auch HPyV6 und HPyV7 einen Hauttropismus zu besit-
zen [30]. Jedoch konnte bisher keine Beteiligung von HPyV6 und HPyV7 an mali-
gnen und gutartigen Hauttumoren sowie an nicht-kutanen Tumoren festgestellt wer-
den [221, 222]. TSPyV-DNA wurde sowohl in Hautproben von immunsupprimierten
TS-Patienten, als auch in immunsupprimierten Patienten ohne TS-Symptome detek-
tiert [29]. Im Gegensatz zu MCPyV, HPyV6 und HPyV7 wurde TSPyV nur selten
in Haut- und Haarproben nachgewiesen. Es wird vermutet, dass die Haut als Ort
der TSPyV-Reaktivierung eine untergeordnete Rolle spielt. Ein Tropismus für mehr-
schichtige Plattenepithelien scheint nur unter schwerwiegender Immunschwäche in
Zusammenhang mit TS zu existieren [29, 223]. In extra-kutanen Geweben gelang
der Nachweis in einer renalen Transplantatprobe eines TS-Patienten sowie im Urin,
jedoch nicht in Blut und im Liquor [29, 35, 224, 225]. WUPyV- und KIPyV-DNA
wurde in hohen Konzentrationen in respiratorischen Proben und Tonsillen nachge-
wiesen, so dass eine Aufnahme über den Respirationstrakt vermutet wird [27, 226].
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Eine ätiologische Beteiligung an respiratorischen Erkrankungen ist nicht eindeutig be-
legt [200,226]. Der Nachweis dieser Viren im Gehirn und im Blut gelang bisher nur bei
HIV-positiven Patienten; in gesunden Individuen waren diese Proben negativ [227].
Im Gegensatz zu WUPyV konnte KIPyV auch in maligne und nicht-maligne ver-
ändertem Lungengewebe detektiert werden [228, 229]. Auch das Maus-Polyomavirus
MPtV ist in der Lage, während einer akuten Infektion in pulmonalen Gewebe und
in vaskulären Endothelzellen zu replizieren [230]. Bisher nicht nachgewiesen wur-
den KIPyV- und WUPyV-Sequenzen in folgenden Geweben: (i) malignes Gewebe
des Gastrointestinaltraktes; (ii) Haut; (iii) Blase; (iv) Urin und (v) weiblicher Ge-
schlechtstrakt [231].
Der Nachweis von HPyV9-DNA erfolgte in Serum-, Plasma-, Urin-, Vollblut und
in respiratorischen Proben (s. Kap. 4.2) [35]. In Hautproben glückte vereinzelt die
Detektion von HPyV9-Sequenzen, jedoch wird nicht von einem Hauttropismus ausge-
gangen [36]. Im Stuhl gelang die Detektion der erst kürzlich beschriebenen humanen
Polyomaviren HPyV10, STLPyV und HPyV12 [37–41]. Zwei unabhängige Gruppen
wiesen HPyV10 im Stuhl gesunder, als auch erkrankter Kinder nach [37,39]. Zudem
wurde HPyV10 aus dem Warzengewebe eines am Warzen-Hypogammaglobulinämie-
Immundefizienz-Myelokathexis-Syndrom (WHIM-Syndrom) erkrankten Patienten iso-
liert. Eine Assoziation mit dieser Erkrankung ist jedoch fraglich, da neben HPyV10
auch Sequenzen der humanen Papillomviren (HPV) HPV6 und dem HPV124-ähnliche
DNA-Sequenzen detektiert wurden [38]. STLPyV konnte in Stuhlproben von Kin-
dern, nicht aber in Stuhl-, Nasenrachenraum-, Plasma- und Urinproben von nie-
rentransplantierten Erwachsenen detektiert werden [40]. HPyV12 wurde in Leber-,
Dickdarm- und Stuhlproben nachgewiesen [41]. Der Gastrointestinaltrakt wird für
diese neuen Viren als mögliches Zielorgan in Betracht gezogen [37,40,41].
Im Gegensatz zum Menschen konnten Polyomaviren nicht-humaner Primaten auffäl-
lig oft in lymphoiden Organen wie Milz und Lymphknoten detektiert werden [42,45].
Auch das Polyomavirus des Hamsters ist fähig, in der Milz und im Thymus zu repli-
zieren und wird selten in der Niere nachgewiesen [232]. Vereinzelt gibt es Hinweise
darauf, dass Polyomaviren von nicht-humanen Primaten einen Hauttropismus auf-
weisen könnten. Deuzing et al. konnten in allen getesteten Hautproben (n = 4) von
Schimpansen ChPyV nachweisen, und Scuda et al. berichten, dass in 3 (43%) Haut-
proben (n = 7) von nicht-humanen Primaten Polyomavirus-Sequenzen detektiert
wurden [43,45].
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Tab. 2: Polyomaviraler Tropismus und infizierte Zelltypen
Virus (Abk.) Tropismus infizierte Zelltypen
Mensch
BKPyV nephro- und selten neurotrop Nierenepithel, Urothel
JCPyV neuro-, nephro- und lymphotrop Nierenepithel, B-Lymphozyten,
Oligodendrozyten












SV40 nephro- und neurotrop Nierenepithel, Oligodendrozyten
andere Säugetiere
HaPyV dermo- und nephrotrop Hautepithel, Nierenepithel, Urothel
MPyV nephrotrop Nierenepithel, Urothel
MPtV pulmo- und nephrotrop Lungen- und Nierenepithel, Urothel
Vogel
APyV nephro- und enterotrop Nierenepithel, Urothel, Darmepithel
GHPyV nephrotrop Nierenepithel, Urothel
a bei hochgradiger Immunsuppression.
b vermuteter Tropismus.
Onkogenes Potenzial
Die virale DNA-Integration in das Genom der Wirtszelle und die Wirkung der vi-
ralen Tumorproteine sind Voraussetzungen für das transformierende Potenzial der
Polyomaviren. In nicht-permissiven Zellen kann es nach einer Infektion mit Polyo-
maviren zu einem abortiven Vermehrungszyklus kommen, was zu einer onkogenen
Transformation der Zelle führen kann. Die frühen Gene werden hierbei exprimiert,
ohne dass die Virusreplikation abgeschlossen werden konnte. So repliziert SV40 nicht
in Nagetierzellen, da es nicht in der Lage ist, die zelleigene DNA-Polymerase zu
rekrutieren [233]. Die transformierenden Eigenschaften von SV40 in nicht-simianen
und humanen Zellkulturen [3, 47, 234] sowie das Hervorrufen von Tumoren in Nage-
tieren [47, 235] sind zudem ein Resultat aus: (i) der Integration des SV40-Genoms
in das Wirtsgenom; (ii) dem Fehlen der p53-induzierten DNA-Reparatur sowie (iii)
unterdrückter p53-induzierter Apoptose [47, 200]. Der gleiche Effekt tritt auf sobald
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Zellen mit Polyomavirus-Varianten infiziert werden, die aufgrund einer Mutation die
Lyse der Zelle nicht initiieren können. BKPyV und JCPyV besitzen die Fähigkeit,
humane Zellen und Nagetierzellen zu transformieren und zeigen ein hohes onkogenes
Potenzial im Tierversuch [236–242]. Ihre ätiologische Rolle bei der Entwicklung von
Tumoren im Menschen wurde bisher jedoch nicht belegt [243,244].
MPyV induziert nach Inokulation in neugeborenen Mäusen verschiedenartige Tu-
more, unter anderem auch Haarfollikeltumore [2, 245]. Auch HaPyV besitzt eine
vergleichbare Pathogenität. Nach Inokulation von Epitheliomextrakten in neuge-
borene Hamster entwickelten diese, neben Leukämien und Lymphomen, zusätzlich
Haarfollikel-Epitheliome [72, 246, 247]. Viruspartikel konnten, ähnlich der Papillom-
viren, in den hoch differenzierten Gewebsschichten des Epithelioms nachgewiesen
werden. Interessant ist die Assoziation des humanen TSPyV mit einer krankhaften
Veränderung, die ebenso die Haarfollikel betrifft (s. Kap. 2.3.1). BoPyV, für Rinder
klinisch inapparent, ist in der Lage, nach Übertragung auf Pferde und neugeborene
Nager sarkoidale Tumore und Fibrosarkome zu induzieren [248,249]. In der Tabelle 3
auf Seite 31 sind alle bekannten pathogenen Veränderungen, die durch Polyomaviren
hervorgerufen werden, zusammengefasst.
2.2.3 Seroreaktivität im Menschen
Weltweit ist ein Großteil der menschlichen Bevölkerung mit Polyomaviren infiziert
(Abb. 7) [33,34,166,167,177,250–254]. Die Serokonversion für BKPyV findet zwischen
dem 2.-5. Lebensjahr statt, und im Erwachsenenalter sind ca. 90% der Individuen in-
fiziert. Bis zum 30. Lebensjahr bleibt die Seroprävalenz stabil und fällt dann im Alter
zwischen 60-69 Jahren auf 68% ab [252]. Die JCPyV-Seroprävalenz steigt von 14%
der 5 bis 9-Jährigen auf 44-90% der 60 bis 69-Jährigen langsam an. Antikörper gegen
MCPyV zeigen 95% der MCC-Patienten, im Gegensatz zu gesunden Erwachsenen
(57%), wobei zwischen den MCPyV-Stämmen Unterschiede in den Seroprävalenzen
bestehen [33]. Im Gegensatz zu den anderen humanen Polyomaviren, bei denen kei-
ne Geschlechtsabhängigkeit der Seroprävalenzen gezeigt werden konnte, scheinen im
Kindesalter mehr Jungen als Mädchen mit MCPyV infiziert zu sein, was sich jedoch
im Erwachsenenalter wieder angleicht [253]. Hohe Prävalenzen werden für WUPyV
(69-98%), TSPyV (70% gesunde, 80% immunsupprimierte Individuen) und HPyV6
(69%) beschrieben, während HPyV12 (23%), HPyV9 (25-47%), und HPyV7 (35%) die
geringsten Seroprävalenzen aufweisen [30,33,34,41,60,167,176,177,254]. Die Präva-
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lenz von KIPyV, WUPyV, TSPV, HPyV9 und HPyV12 steigt mit zunehmendem
Alter, wobei ein altersbedingtes Nachlassen der Prävalenz, wie es bei einer BKPyV-
Infektion gezeigt werden konnte, ausbleibt [33,41,167,177,254]. Je nach geografischer
Region variieren die Seroprävalenzen sehr stark. So schwanken sie für BKPyV und
MCPyV zwischen 25% und 100% [30,31,33,165,166,175,250,252,255]. Es existieren
gegenwärtig keine serologischen Studien für HPyV10 und STLPyV.
Darüber hinaus kreuzreagieren humane Seren mit eng verwandten Polyomaviren von
nicht-humanen Primaten [33,54,166,250,256]. Gegen LPyV besitzen 15-30% der hu-
manen Seren Antikörper [32, 33, 59, 255, 256]. Es konnte gezeigt werden, dass diese
Seroprävalenz auf Kreuzreaktion mit HPyV9 zurückzuführen ist [34,54,60].















Abbildung 1: strichellinien weg, dunkelgruen soll 0-x und hellgruen, ein bisschen
schmalere balken, umrandung dunkelgruen, zahlen korrigieren
1
Abb. 7: Seroreaktivitäten gesunder Erwachsener gegen humane Polyomaviren und das
Altweltaffen-Polyomavirus SV40. Existieren unterschiedliche Angaben zur Seroprävalenz sind
jeweils der niedrigste (dunkelgrau) und der höchste (hellgrau) Wert dargestellt.
Neutralisierende Antikörper gegen SV40 im Menschen finden sich mit einer Häufig-
keit von 20-60% [166, 250]. Ein großer Teil dieser Seroreaktivität konnte durch eine
Kreuzreaktivität gegen BKPyV und JCPyV erklärt werden. Shah et al. konnten im
Westernblot zeigen, dass die VP1-Proteine von BKPyV, JCPyV und SV40 kreuzrea-
gierende Epitope aufweisen [157]. Während Carter und seine Kollegen keine Antikör-
per gegen SV40 im Menschen detektierten [257], berichten andere Forschungsgruppen
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von einer Seroreaktion zwischen 2-9%, die sich nicht durch eine Kreuzreaktion erklä-
ren ließ und eine Debatte darüber auslöste, ob diese auf die Existenz eines bisher nicht
identifizierten humanen Polyomavirus zurückzuführen ist [33, 56, 250, 252, 258, 259].
Zwei neuere Studien berichten über SV40-Antikörper in gesunden Erwachsenen in
18% der untersuchten Serumproben unter Verwendung eines indirekten ELISA mit
SV40-spezifischen synthetischen Peptiden (Mimotopen), die keine Kreuzreaktivität
mit BKPyV und JCPyV aufweisen [260, 261]. Falls SV40 selbst für diese Reakti-
vitäten verantwortlich ist, so bleibt eine natürliche Infektion mit SV40 jedoch eine
Ausnahme, die sich auf Personen mit engem Kontakt zu Affen beschränkt [58].
2.3 Polyomavirus-assoziierte Erkrankungen
2.3.1 Polyomavirus-assoziierte Erkrankungen des Menschen
Polyomavirus-assoziierte Nephropathie
Eine BKPyV-Primärinfektion ist in der Regel symptomlos; selten kommt es bei ge-
sunden Kindern zu Erkrankungen der Atemwege oder der Harnblase (Tab. 3 auf
S. 31) [5, 262]. Die Polyomavirus-assoziierte Nephropathie (PVAN) ist eine seltene,
aber schwerwiegende Komplikation, die sich nach einer Nierentransplantation und
langfristiger Anwendung von Immunsuppressiva entwickeln kann [263]. Sie beruht
auf einer Reaktivierung von BKPyV in der eigenen oder der Spenderniere und tritt
hundertmal häufiger auf als eine Infektion mit dem Zytomegalie-Virus [264]. Pati-
enten, die nach der Transplantation eine Dreifach-Medikation erhalten (Tacrolimus,
Mycophenolat-Mofetil, Steroide) besitzen ein erhöhtes Risiko, eine Nephropathie zu
entwickeln. Sie tritt innerhalb der ersten zwölf Monate nach Transplantation auf und
ruft in bis zu 30% der Fälle eine Abstoßung hervor [265, 266]. 1995 entwickelten 1%
der Nierentransplantatempfänger eine PVAN. 2001 versechsfachte sich die Inzidenz
auf nahezu 5,8% [267,268]. Hervorgerufen wird die Erkrankung durch die zytolytische
Vermehrung der Viren im Urothel der Nierentubuli. Da keine spezifische Therapie
existiert, stehen präventive Maßnahmen im Vordergrund. Durch eine strenge dia-
gnostische Überwachung mittels nicht-invasiver Verfahren, wie (i) der quantitativen
PCR (Blutproben); (ii) der Urinzytologie; (iii) des Serokreatinin-Werts (Blutpro-
ben) und (iv) der Urin-Elektronenmikroskopie, und durch eine verminderte Gabe
von Immunsuppressiva ist es möglich, die Inzidenz der PVAN zu senken [269].
TOC26
Schrifttum Copyright N. Scuda 2013 N. Scuda
Hämorrhagische Zystitis
Die hämorrhagische Zystitis (HC) tritt bei ca. 40% der Empfänger allogener, häma-
topoetischer Stammzelltransplantate auf [266]. Durch die Abnahme der zellulären
Immunität reaktiviert BKPyV. HC ist charakterisiert durch eine schmerzhafte Hä-
maturie, verbunden mit einer Entzündung der Blasenmukosa. Oft geht der HC eine
Prätransplantationszystitis voraus, die durch eine Irritation der Blasenschleimhaut,
hervorgerufen durch Chemotherapeutika, charakterisiert ist. Eine hohe BKPyV-Last
dient als Marker für die HC. Die Behandlung erfolgt symptomatisch [200].
Progressive multifokale Leukenzephalopathie
Unter dauerhafter Suppression der zellulären Immunabwehr ruft JCPyV PML her-
vor. PML ist eine demyelinisierende Erkrankung des zentralen Nervensystems und
wird durch eine produktive Infektion der Oligodendrozyten verursacht [270]. Vorwie-
gend ist die weiße Substanz in den parieto-okzipitalen Regionen, selten auch die graue
Substanz des Zerebellums und des Hirnstamms betroffen [271]. Seit dem Auftreten
von AIDS ist eine deutliche Zunahme dieser Erkrankung zu verzeichnen. 55-85%
der PML-Fälle sind auf AIDS zurückzuführen [271]. PML tritt bei 5-8% der HIV-
Infizierten auf. Etwa 80% der Patienten zeigen motorische und kognitive Störungen
und versterben innerhalb des ersten Jahres. Auch Patienten mit multipler Sklerose
und Morbus Crohn unter Natalizumab-Behandlung und Patienten mit Rheuma oder
systemischem Lupus erythematosus können unter Rituximab-Behandlung eine PML
entwickeln [272–275]. Eine Behandlung ist schwierig, da keine wirksamen Virostati-
ka existieren. Therapeutische Maßnahmen wie die HAART-Therapie (highly active
antiretroviral therapy) oder der Einsatz von Cidofovir, Leflunomid und Immunglo-
bulinen sind umstritten. Die HAART-Therapie ist sehr kostenintensiv und Studien
belegen eine Verschlechterung des Allgemeinzustandes [276,277].
JCPyV-Granularzellen-Neuronopathie und JCPyV-Enzephalitis
Die JCPyV-Granularzellen-Neuronopathie (JCVGCN) wird mit einer Kleinhirnatro-
phie und neurologischen Dysfunktionen in Zusammenhang gebracht, die durch eine
JCPyV-Variante mit einer Deletion im VP1 hervorgerufen wird [278]. Die dritte klini-
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sche Entität, JCPyV-Enzephalitis (JCVE), wurde erst kürzlich beschrieben. Hierbei
handelt es sich um eine lytische Infektion kortikaler Pyramidenzellen in der grauen
Substanz, die durch JCPyV-Varianten mit einer Deletion im Agnoprotein hervorge-
rufen wird [209].
Merkelzellkarzinom
MCC ist ein seltener und aggressiver, neuroendokriner Hautkrebs, der weltweit ver-
breitet ist. Es tritt meist als blau oder rotes, festes und kuppelförmiges Knötchen mit
schnellem Wachstum auf. Diese Erkrankung besitzt eine hohe Neigung zu Rezidiven
und Metastasen. Die Fünf-Jahres-Überlebensrate beträgt nur etwa 60%. Es erkran-
ken vor allem ältere Menschen, darunter hauptsächlich Männer mit weißer Hautfarbe
(90% > 50a, Median 70a) und Personen, die entweder idiopathisch oder iatrogen im-
munsupprimiert sind (HIV-positive Patienten, Organtransplantierte, Patienten mit
Chronisch lymphatischer Leukämie (CLL): 50% > 50a) [279,280]. HIV-positive Pati-
enten besitzen ein 2,3-fach erhöhtes, organtransplantierte Patienten ein 5-fach erhöh-
tes und CLL-Patienten ein 15,7-fach erhöhtes Risiko an MCC zu erkranken [281,282].
Die Inzidenzrate liegt zwischen 0,18-0,41 pro 100.000 Personen und hat sich seit der
Erstbeschreibung, damals noch unter dem Namen „trabekuläres Karzinom“ bekannt,
verdreifacht [280,283]. Sie liegt über der des kutanen T-Zelllymphoms und die Mor-
talitätsrate (33%) übersteigt die des Melanoms. Der Anstieg der Inzidenz ist teilweise
auf verbesserte Diagnosemethoden und auf die Zunahme älterer Personen zurückzu-
führen.
Eine Diagnose erfolgt durch die sogenannten AEIOU-Kriterien: (i) asymptomatisch
(schmerzfreies Wachstum); (ii) schnelle Expansion; (iii) Immunsuppression; (iv) Al-
ter (older) >50a und (v) das Auftreten an UV-exponierten Hautstellen weißhäutiger
Menschen [282]. Treffen drei dieser Kriterien zu, so ist eine 89% Wahrscheinlichkeit
gegeben, dass es sich um ein MCC handelt. Abgesichert wird die Diagnose durch
eine Biopsie und den routinemäßigen Einsatz der Cytokeratin-20-Färbung. Die Ent-
stehung eines MCCs ist multifaktoriell und wird durch ultraviolettes Licht begünstigt.
So ist ein Großteil der Tumore an Hautstellen lokalisiert, die der Sonne ausgesetzt
sind [279]. Eine Assoziation mit MCPyV wurde in Studien aus mehreren Kontinenten
belegt [217, 284–286]. Feng et al. konnten nachweisen, dass in 80% der untersuchten
MCCs MCPyV-DNA vorliegt [28]. Einmalig für humane Polyomaviren ist, dass das
MCPyV-Genom in 75% der MCCs im Wirtsgenom integriert vorliegt, wobei die In-
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sertionsstelle scheinbar willkürlich ist [287]. Es wird weithin angenommen, dass sich
das MCC aus Merkelzellen entwickelt, jedoch fehlt bisher ein direkter Beweis [288].
Merkelzellen fungieren als Mechanorezeptoren in der basalen Schicht der Epidermis
und bilden mit den Nerven Synapsen-ähnliche Kontakte aus [289]. Die molekulare Pa-
thogenese des MCCs und seine Verknüpfung mit MCPyV ist jedoch nicht vollständig
verstanden. MCPyV entwickelt seine onkogenen Eigenschaften in anfälligen Wirten
erst durch eine Replikationsinkompetenz, die durch spezifische Mutationen innerhalb
des T-Ag hervorgerufen wird. Diese führen zur Expression verkürzter T-Antigene,
denen die Helikase, die p53-Bindungsdomäne und selten die DBD fehlt [28]. Die
Fähigkeit zur Replikation ist vermindert, während die Rb-Bindungskapazität weiter
bestehen bleibt [290]. Unabhängig von MCPyV konnte die Arbeitsgruppe um Spe-
lemann zeigen, dass auch Chromosomenaberrationen der Chromosomen 1, 3 und 5
und der dadurch bedingte Verlust von Tumorsuppressorgenen eine MCC-Erkrankung
fördern [291]. Die Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs, die eine entscheidende
Rolle in der Ätiologie anderer Tumorarten (Melanom, Plattenepithelkarzinom u.a.)
spielt, scheint keine Bedeutung in der Entwicklung des MCCs zu haben [292,293].
Die Unwissenheit über die Pathogenese ist der Hauptgrund, warum bisher keine
zielgerichtete Therapie existiert. Der Bcl-2-Hemmer Oblimersen befindet sich mo-
mentan in der Phase II der klinischen Prüfung zur Zulassung als Humanarzneimit-
tel, da mehrere Studien belegen, dass das Anti-Apoptose-Protein Bcl-2 vermehrt in
MCCs exprimiert wird [294, 295]. Die CLL, das Basalzellkarzinom und das Platten-
epithelkarzinom werden mit MCPyV in Verbindung gebracht, eine Beteiligung ist
jedoch nicht endgültig geklärt [296].
Trichodysplasia spinulosa
TS (auch Trichodysplasia of immunosuppression, Viral-assoziierte Trichodysplasia
spinulosa, Pilomatrix dysplasia, Zyklosporin-induzierte Follikulodystrophie) ist ei-
ne seltene, multifaktorielle Hauterkrankung der Haarfollikel, die hauptsächlich bei
schwer immunsupprimierten Patienten auftritt. TS ist gekennzeichnet durch die zen-
trofaziale Ausbildung rot-brauner, follikulärer Papeln und Plaques mit herausragen-
den, haarähnlichen, 1-3 mm großen Horn-Stacheln (sog. Spiculi), oft verbunden mit
einer zentralen Alopezie [297]. Zur Diagnose wird die histopathologische Auswer-
tung einer Biopsie und der sogenannte Spiculi-Zieh-Test herangezogen, eine minimal-
invasive Methode, in der die Verhornung der inneren Wurzelscheide unter Verwen-
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dung der Spiculi mikroskopisch beurteilt wird [298]. Schon vor 2003 wurde eine virale
Ursache dieser Erkrankung vermutet, was mit der Entdeckung von TSPyV bestätigt
werden konnte [29,299]. Studien zeigen, dass TSPyV-DNA, in an TS-erkranktem Ge-
webe signifikant häufiger nachgewiesen wird, als in gesunden Hautgeweben. Es wird
vermutet, dass TS aufgrund einer Reaktivierung der Infektion im immunsupprimier-
ten Zustand entsteht [223]. Bisher gelang die Beschreibung von ca. 30 TS-Fällen
in Westeuropa, Nordamerika und Australien [223,224,297]. Erfolgreiche Behandlun-
gen werden durch die Verabreichung von oralem Valganciclovir und Cidofovir reali-
siert [29, 300].
2.3.2 Polyomavirus-assoziierte Erkrankungen anderer Säugetiere und Vögel
Zwei Vertreter der Polyomaviren von nicht-humanen Primaten werden derzeit mit
Krankheiten in Verbindung gebracht (Tab. 3 auf S. 31). So sind natürliche Infektio-
nen des Rhesusaffen mit SV40 meist gutartig, können jedoch in immungeschwächten
Tieren degenerative PML-ähnliche Gehirnerkrankungen und Nephritiden hervorru-
fen [301, 302]. CyPyV wurde aus immunsupprimierten Tieren isoliert und wird mit
Nephritis, Urethritis und Enteritis assoziiert [67]. Innerhalb der Orthopolyomaviridae
nimmt das MPtV der Maus eine klinische Sonderrolle ein. Es persistiert asymptoma-
tisch in immunkompetenten Mäusen, kann jedoch bei neugeborenen Tieren zu einer
akuten interstitiellen Pneumonie führen [303]. Ein weiteres Nagetier-Polyomavirus,
RatPyV, wurde von Ward et al. aus athymischen Nacktratten mit entzündlicher
Ohrspeicheldrüse isoliert [74]. Veterinärmedizinisch klinisch relevant ist das GHPyV,
welches in Gänsen eine hämorrhagische Nephritis und Enteritis verursacht [21]. Diese
Krankheit zeichnet sich durch eine hohe Morbidität und Mortalität aus und betrifft
vor allem wenige Wochen alte Gänseküken. APyV infiziert Wellensittiche und Hüh-
ner und verursacht die Nestlingskrankheit der Wellensittiche mit einer Mortalität
von 100% [304].
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Tab. 3: Polyomaviren mit pathogenem Potential
Virus (Abk.) Pathogenität Referenz
Mensch
BKPyV - selten milde Primärinfektion mit Infekten der Atemwege
t und des Urogenitaltrakts
[5, 262]
- HC in Nierentransplantatempfängern [305]
- Nephropathie in Nierentransplantatempfängern [268]
- Meningitis, Retinitis, Pneumonie, Vaskulopathie [306–309]
- Tumore in Nagetierena [236,237]
- Transformation humaner Zellen und Nagetierzellena [238,310,311]
JCPyV - degenerative und entzündliche Gehirnerkrankungenb [209,270,278]
- Transformation von Säugetier- und Nagetierzellena [239,240]
- Gehirntumore in nicht-humanen Primatena [241]
- Tumore in Nagetierena [237,242]
MCPyV - assoziiert mit dem Merkelzellkarzinomb [28]
TSPyV - assoziiert mit Trichodysplasia spinulosab [29]
Altweltaffen
CyPV - interstitielle Nephritis, Ureteritis und Enteritisb [67]
SV40 - PML-ähnliche Erkrankungen in SIV+ Rhesusaffenb [301,302]
- Tumore in Nagetierena [235]
- Transformation versch. Zelltypen, einschließlich humaner [3, 47,234]
andere Säugetiere
BoPyV - sarkoidale Tumore und Fibrosarkome beim Pferd und in
ttneugeborenen Nagetierena
[249]
HaPyV - Hautepitheliome [246]
- Leukose und Retikulosen in Hamstern und Rattena [73]
MPtV - akute interstitielle Pneumonie in neugeborenen Mäusen
ttbei Primärinfektion
[303]
MPyV - Tumore in neugeborenen Mäusena [2, 69]
RatPyV - Infektionen der Ohrspeicheldrüse [74]
Vögel
APyV - chronisch-entzündliche Erkrankungen, insbesondere bei
ttjungen Tieren
[22]
GHPyV - hämorrhagische Nephritis und Enteritis der Gänse [21]
a experimentell.
b in immunsupprimierten Individuen.
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2.4 Nicht-humane Primaten als Forschungsgegenstand
Nicht-humane Primaten sind hinsichtlich ihrer engen genetischen Verwandtschaft
zumMenschen für die Forschung von großem Interesse (Abb. 8). Jährlich finden inner-
halb der EU zwölf Millionen Tiere in wissenschaftlichen Verfahren Verwendung, dar-
unter ca. 10 000 nicht-humane Primaten [312]. Primaten werden Tierversuchen un-
terzogen, wenn keine geeigneten Alternativmethoden existieren, hauptsächlich für die
Sicherheitsprüfung von Arzneimitteln, aber auch für die biowissenschaftliche Grund-
lagenforschung [313]. Angesichts der steigenden Anzahl zoonotischer Infektionskrank-
heiten hat die Untersuchung dieser Tiere, als Wirte potenziell zoonotischer Erreger,
in ihrem natürlichen Habitat zunehmend an Bedeutung gewonnen. Das Verständnis
darüber, wie Erreger innerhalb tierischer Gemeinschaften übertragen werden, kön-
nen helfen, grundlegende ökologische und evolutionäre Mechanismen zu verstehen.
Die Wahrscheinlichkeit für eine virale Übertragung ist angesichts der engen Ver-
wandtschaft groß, da Viren die Artenbarriere leichter überschreiten können.
Trotz der wachsenden Bedrohung durch zoonotisch auftretende Infektionskrankhei-
ten ist unser Wissen über deren Pathogenese gering, was jedoch essentiell für die
Entwicklung von Impfstoffen und Medikamenten ist. Die Bemühungen, über die
Millionen Jahre zurück


















Abb. 8: Phylogenetischer Stammbaum ausgewählter Primaten. Basierend auf DNA-
Vergleichen, modifiziert aus [314].
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Analyse von Risikofaktoren und Umweltveränderungen die Entstehung neuer Krank-
heiten vorauszusagen, reichen bei weitem nicht aus [315, 316]. Viele Beispiele aus
der Vergangenheit haben gezeigt, dass nicht-humane Primaten als Sentinels für neu-
artige Infektionskrankheiten dienen können. In tropischen Regionen Afrikas, dem
sogenannten „Hotspot“ für neuartige Krankheiten, schafften potenzielle Erreger en-
demischer Krankheiten wie Ebola, Gelbfieber, Affenpocken, Malaria und AIDS den
Artensprung [316–321]. Durch das Jagen und Verzehren von zum Teil rohemWildtier-
fleisch, wie es in West- und Zentralafrika stattfindet, kommen täglich viele tausend
Menschen mit dem Fleisch und Organen ihrer Nächstverwandten in Kontakt. Die
Übertragung ist einerseits durch offene Wunden an Händen und Füßen und durch
direkte Aerosolinhalation während der Schlachtung möglich, andererseits durch den
Verzehr rohen Fleisches [322].
Kenntnisse über den Tropismus eines Erregers geben Aufschlüsse über die mögliche
Pathogenität. Hierzu können neben der Untersuchung von menschlichem Material
auch nicht-invasiv gewonnene Proben nicht-humaner Primaten, wie Kot und Urin
sowie Proben, die während einer Untersuchung oder von tot aufgefundenen Tieren
gewonnen wurden, Verwendung finden.
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3 Publikationen
3.1 Publikation 1
African Great Apes Are Naturally Infected with Polyomaviruses Closely Related
to Merkel Cell Polyomavirus
Infektion von Afrikanischen Menschenaffen mit Merkelzell-Polyomavirus-ähnlichen
Polyomaviren
Publiziert im Journal of Virology, Leendertz & Scuda et al., Januar 2011, Vol. 85,
Nr. 2, S. 916-924, DOI: 10.1128/JVI.01585-10, PMID: 21047967
Eingereicht: 29. Juli 2010
Akzeptiert: 25. Oktober 2010
Publiziert: 3. November 2010
3.1.1 Kurzdarstellung der Publikation 1
Das onkogene Merkelzell-Polyomavirus (MCPyV) infiziert Menschen weltweit. Über
den Ursprung von MCPyV und MCPyV-ähnlichen Viren im Schimpansen, dem phy-
logenetisch nächsten Verwandten des Menschen, ist nahezu nichts bekannt.
Proben von 30 wildlebenden Schimpansen und einem in Gefangenschaft gehaltenen
Gorilla wurden analysiert und es konnten vier neue Polyomavirus-Spezies identifiziert
werden. Zurzeit sind diese neuen Viren die engsten Verwandten des MCPyV und ein
erster Beweis für das natürliche Vorkommen von MCPyV-ähnlichen Polyomaviren im
Menschenaffen. Die Prävalenz dieser neuen Viren ist, ähnlich dem MCPyV, relativ
hoch (>30%). Dieses, und die Tatsache, dass Menschen in West- und Zentralafrika
regelmäßig nicht-humane Primaten jagen, schlachten und verzehren, deutet darauf
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3.1.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Publikation 1
3.1.3.1 Identifizierung MCPyV-ähnlicher Polyomaviren in Menschenaffen
Es wurden 88 Proben von 30 wildlebenden Schimpansen und einem Gorilla auf
MCPyV-ähnliche Polyomaviren mittels generischer und spezifischer PCR untersucht.
Die zur Untersuchung verwendeten Blut- und Gewebeproben wurden ausschließlich
post mortem entnommen. In 13 Schimpansen und dem Gorilla wurden zehn neue
Polyomaviren mit hoher Sequenzähnlichkeit zum humanen MCPyV detektiert. Mit
Hilfe einer Long-Distance PCR (LD-PCR) konnten sieben Komplettgenome generiert
werden (Tab. 4).
Tab. 4: Neuartige Polyomaviren bei Menschenaffen
Probe Virus generierte VP1-Sequenz Wirt Herkunft0.21 kb 5.3 kb
6444 PtvPyV1a x x P.t.verus Elfenbeinküste
6447 PtvPyV1b x P.t.verus Elfenbeinküste
6520 PtvPyV1b x x P.t.verus Elfenbeinküste
5760 PtsPyV1 x P.t.schweinfurthii Uganda
6512 PtvPyV2a x x P.t.verus Elfenbeinküste
4579 PtvPyV2b x P.t.verus Elfenbeinküste
5924 PtvPyV2c x x P.t.verus Elfenbeinküste
5927 PtvPyV2c x x P.t.verus Elfenbeinküste
6413 PtvPyV2c x x P.t.verus Elfenbeinküste
5766 GggPyV1 x x G.g.gorilla Republik Kongo
3.1.3.2 Genomanalyse der Menschenaffen-Polyomaviren
Die sieben Komplettgenome der neuen Menschenaffen-Polyomaviren zeigen die für die
Polyomaviren typischen offenen Leserahmen. Ein Agnoprotein weist keines der neuen
Menschenaffen-Polyomaviren auf. Die Sequenzen dieser Viren zeigen eine hohe Ähn-
lichkeit zum MCPyV, auch in weniger konservierten Bereichen, wie der hochvariablen
NCCR (Tab. 5 und Abb. 9). Ein wichtiges Motiv dieser Region ist das DNA-Element
GAGGC und sein Komplement GCCTC. Wiederholungen dieses Motivs stellen die
T-Ag Bindungsstellen dar. Im Vergleich zu SV40, BKPyV, JCPyV (n = 6) und LPyV
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(n = 4) besitzt die NCCR von MCPyV (n = 7 − 8) die höchste Anzahl dieser Ele-
mente. In MCPyV treten diese zudem als überlappende, palindromische Oktamere
auf. Die Analyse der NCCR der neuen Menschenaffen-Polyomaviren zeigt ebenfalls
eine hohe Anzahl dieser Elemente (n = 8 − 9) sowie drei palindromische Oktame-
re. Die nahe Verwandtschaft wird durch die hohe Ähnlichkeit des VP1 der neuen
Menschenaffen-Polyomaviren und des MCPyV in den hochvariablen Loop-Regionen
untermauert.

















Genom bp bp %id bp %id bp %id bp %id bp %id bp %id bp %id bp %id
5392 5303 76 5301 76 5309 79 5315 79 5300 77 5089 40 5153 40 5243 39
aa aa %id aa %id aa %id aa %id aa %id aa %id aa %id aa %id
VP1 423 412 80 412 81 396 78 396 79 393 79 368 53 362 41 364 43
VP2 241 240 78 240 78 242 83 242 83 242 84 356 23 351 20 352 19
T-Ag 814 802 79 787 79 802 83 803 82 801 83 697 39 695 34 708 32
t-Ag 186 186 83 186 83 186 83 186 81 186 85 189 33 172 32 174 29
Abb. 9: Nicht-kodierende Kontrollregion der Menschenaffen-Polyomaviren. Vergleich
der DNA-Sequenzen der neuen Menschenaffen-Polyomaviren mit zwei publizierten MCPyV- (einge-
rahmt durch gestrichelte Linie) und weiteren ausgewählten Polyomavirus-Sequenzen unter Verwen-
dung des Programms ClustalW. Konservierte Regionen sind mit durchgezogenen Linien dargestellt.
T-Ag-bindende Elemente sind mit roten (GAGGC) und blauen (GCCTC) Linien eingerahmt.
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3.1.3.3 Phylogenetische Analyse der Menschenaffen-Polyomaviren
Für die phylogenetische Analyse auf Aminosäure-Ebene wurden die Gene VP1, VP2
sowie das T-Ag der Menschenaffen-Polyomaviren und anderer bekannter Polyoma-
viren herangezogen. Die Menschenaffen-Polyomaviren bilden mit MCPyV eine mo-
nophyletische Gruppe mit einem zuverlässigen Bayes’schen Wahrscheinlichkeitswert
(pp-Wert) von 1 und einem Bootstrap-Wahrscheinlichkeitswert (Bp-Wert) von 100.
Innerhalb dieser Gruppierung liegt die maximal patristische Distanz bei 0.119 bis
0.270 Aminosäure-Substitutionen pro Position (Abb. 10).
! !
Abb. 10: Bayes’sches Chronogramm aus der Analyse eines 673-Aminosäuren-Align-
ments, abgeleitet aus VP1-, VP2 und T-Ag-Polyomavirus-Sequenzen. Humane Polyoma-
viren sind rot, Schimpansen-Polyomaviren sind blau und das Gorilla-Polyomavirus ist grün markiert.
Das 95% HPD-Konfidenzintervall der maximal patristischen Distanzen ist in Klammern angezeigt.
Der Kladus, der durch MCPyV und die neuen Menschenaffen-Polyomaviren gebildet wird, ist her-
vorgehoben. Ein Bp-Wert > 70 (Zahl unter dem Ast) und ein pp-Wert > 0,95 (Zahl über dem Ast)
ist statistisch unterstützt. Die Skala zeigt die Anzahl der Aminosäure-Substitutionen pro Position.
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Deren Schwesterngruppe ist ein Kladus aus Primaten-Polyomavirus-Sequenzen, deren
patristische Distanz 0.539 bis 0.910 Aminosäure-Substitutionen pro Position beträgt.
Einen tieferen Einblick in die Verwandtschaftsverhältnisse zwischen den MCPyV-
ähnlichen Sequenzen der Menschenaffen und MCPyV erlaubt die Abbildung 11.
 
Abb. 11: Bayes’sches Chronogramm aus der Analyse eines 1182-VP1-Nukleinsäure-
Alignments. Humane Polyomaviren sind rot, Schimpansen-Polyomaviren sind blau und das
Gorilla-Polyomavirus ist grün markiert. Ein Bp-Wert > 70 (Zahl unter dem Ast) und ein pp-Wert
> 0,95 (Zahl über dem Ast) ist statistisch unterstützt. Die Skala zeigt die Anzahl der Nukleinsäure-
Substitutionen pro Position.
Die Monophylie von MCPyV wird mit einem pp-Wert von 1 und einem Bp-Wert
von 100 unterstützt. Die neuen Menschenaffen-Polyomaviren bilden eine Schwes-
terngruppe zu MCPyV, die sich in zwei Menschenaffen-Polyomavirusstämme (Ggg-
PyV1/PtvPyV2-Stamm und PtvPyV1/PtsPyV1-Stamm) aufspaltet. Der GggPyV1/
PtvPyV2-Stamm hat eine basale Position im Stammbaum. Innerhalb dieses Stammes
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scheint sich GggPyV1 zuerst von der Gruppe abgezweigt zu haben. Im zweiten Kladus
(PtvPyV1/PtsPyV1-Stamm) hat sich PtsPyV1 zuerst abgespalten. Die maximal pa-
tristische Distanz des VP1 innerhalb humaner Polyomavirusspezies variiert von 0,016
(MCPyV) bis 0,216 (BKPyV). Die terminalen Äste der Stämme PtvPyV1/PtsPyV1,
PtvPyV2 und GggPyV1 weisen eine minimal patristische Distanz zu den jeweiligen
anderen Stämmen auf, die oberhalb der maximal patristischen Distanz der BKPyV-
Stämme (0,216) liegt. Innerhalb dieser drei Spezies (PtvPyV1/PtsPyV1, PtvPyV2
und GggPyV1) gehören die Sequenzen einer Subspezies an, deren patristische Distanz
die maximal patristische Distanz von MCPyV (0,016) nicht übersteigt (PtvPyV1a
und -b, PtsPyV1, PtvPyV2a bis c).
3.1.3.4 Prävalenz der Schimpansen-Polyomaviren
Mittels spezifischer PCRs, gerichtet gegen PtvPyV1a/b, PtvPyV2a/b und PtvPyV2c,
wurden 21 Proben von 15 Schimpansen untersucht. PtvPyV1 konnte in 6/15 (40%),
PtvPyV2a/b in 3/15 (20%) und PtvPyV2c in 6/15 (40%) Schimpansen nachgewie-
sen werden. Vier Schimpansen zeigten eine Doppelinfektion (zwei Tiere mit Ptv-
PyV1a/2c, ein Tier mit PtvPyV1b/2c und ein Tier mit PtvPyV1a/2a).
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3.2 Publikation 2
A Novel Human Polyomavirus Closely Related to the African Green Monkey-
Derived Lymphotropic Polyomavirus
Ein neues humanes Polyomavirus, eng verwandt mit dem lymphotropen Polyomavi-
rus der Afrikanischen Grünmeerkatze
Publiziert im Journal of Virology, Scuda et al., Mai 2011, Vol. 85, Nr. 9, S. 4586-4590,
DOI: 10.1128/JVI.02602-10, PMID: PMC3126223
Eingereicht: 15. Dezember 2010
Akzeptiert: 1. Februar 2011
Publiziert: 9. Februar 2011
3.2.1 Kurzdarstellung der Publikation 2
In einer Probe eines nierentransplantierten und immunsupprimierten Patienten wur-
de mittels generischer PCR ein bisher unbekanntes humanes Polyomavirus identifi-
ziert. Das Genom wurde komplett amplifiziert und sequenziert. Phylogenetische Ana-
lysen platzierten es in nächste Verwandtschaft zum B-lymphotropen Polyomavirus
der Meerkatzen (LPyV). Mit Hilfe spezifischer nested-PCR wurden weitere positive
Proben immunsupprimierter Patienten detektiert. Dies ist ein Hinweis darauf, dass
es sich um eine im Menschen natürlich vorkommende Infektion handelt. Das Virus
wurde vorläufig Humanes Polyomavirus 9 (HPyV9) genannt. Die bereits beobachtete
Seroreaktivität gegen LPyV innerhalb der menschlichen Population kann demnach
durch die Zirkulation von HPyV9 erklärt werden.
TOC61-71
http://dx.doi.org/10.1128/JVI.02602-10
Publikation 2 Copyright N. Scuda 2013 N. Scuda
3.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Publikation 2
3.2.3.1 Identifizierung des humanen Polyomavirus HPyV9
Mittels degenerierter, generischer PCR wurden 597 klinische Proben auf Präsenz
von Polyomavirus-Sequenzen untersucht. Das Probenmaterial stammte zum größ-
ten Teil von immunsupprimierten Transplantatempfängern, Patienten mit PML und
HIV-Infizierten. Es handelte sich hierbei um Blut-, Liquor- und Urinproben. Zusätz-
lich wurden Proben bronchoalveolärer Lavage (BAL) von Pneumoniepatienten und
Stuhlproben von Kindern mit Diarrhoe getestet (Tab. 6).
Tab. 6: Untersuchtes Probenmaterial und Erfassung von Polyomaviren mittels PCR
Proben-
material
Herkunft Proben PyV-positive Proben (Anzahl)
Plasma Nierentransplantierte a 76 BKPyV (5), MCPyV (1), HPyV9b,c
HIV-Patientend 50 MCPyV (1)
immunsupprimierte Erwachsenee 25 BKPyV (3)




Nierentransplantiertea 41 HPyV9 (1)b
Urin Nierentransplantiertea 38 BKPyV (6), MCPyV (1), HPyV9c,g
immunsupprimierte
Tumorpatientena
26 BKPyV (6), JCPyV (4), TSPyV (1)
Stammzelltransplantiertea 14 BKPyV (6)
Patienten mit Multipler Skleroseh 9 JCPyV (2)
anderea 92 BKPyV (28), JCPyV (12),
MCPyV (4), TSPyV (1)
Vollblut Transplantatempfängerf 20 –i
Patienten mit AML 1 HPyV9c
BAL Patienten mit Pneumonief 21 MCPyV (1)







a Proben aus BKPyV-Diagnostik. f Proben aus Herpesvirus-Diagnostik.
b Komplettgenom generiert. g Patient mit Doppelinfektion (MCPyV und HPyV9).
c positiv in spezifischer HPyV9-PCR. h Patienten unter Natalizumab (Tysabri) Therapie.
d Plasma mit Cytomegalovirus-Infektion. i –, PCR negativ.
e Proben aus Cytomegalovirus-Diagnostik. k Proben aus JCPyV-Diagnostik.
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Nach der Sequenzierung und BLAST-Analyse (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
konnten in 84 von 597 (14%) Proben VP1-Sequenzen bereits bekannter Polyomaviren
nachgewiesen werden. Diese Sequenzen wurden in Plasma- (12/176), Urin- (71/179)
und BAL- (1/21) Proben identifiziert. Liquor- (n = 74), Vollblut- (n = 21), Serum-
(n = 87) und Fäkal- (n = 38) Proben waren negativ (Tab. 6).
In einer Serumprobe einer nieren- und pankreastransplantatierten Patientin, die sich
zum Zeitpunkt der Probenentnahme unter immunsuppressiver Behandlung befand,
konnte eine unbekannte Polyomavirus-Sequenz detektiert werden. In der BLAST-
Analyse zeigte diese Sequenz die größte Ähnlichkeit zum LPyV-VP1 (83%). Um mehr
Sequenzinformationen zu erhalten, wurde mittels degenerierter nested-PCR ein 950
bp langes Fragment, das die Gene VP3 und VP1 umspannte, amplifiziert. Die degene-
rierten Sense-Primer dieser nested-PCR wurden vom LPyV-VP1 und die spezifischen
Antisense-Primer von der neuen VP1-Sequenz abgeleitet. Mittels nested-LD-PCR
konnte dann das zirkuläre Komplettgenom von 5026 bp generiert werden. Die große
Ähnlichkeit zu LPyV (73%) im Vergleich zu anderen Polyomaviren (<60%) bestätigte
sich. Da bereits acht humane Polyomaviren bekannt waren, wurde das Virus, des-
sen Genom amplifiziert wurde, Humanes Polyomavirus 9 (HPyV9) genannt. In vier
weiteren Proben gelang es mittels spezifischer nested-PCR, HPyV9-VP1-Sequenzen
(100% identisch zur Index VP1-Sequenz) zu detektieren. Unter Verwendung eines
Templiphi 100 Rolling Circle Amplifikationskits konnte in einer Plasmaprobe eines
nierentransplantierten Patienten ein weiteres Komplettgenom (100% identisch zum
Indexgenom) amplifiziert werden. Trotz der geringen Prävalenz in den untersuchten
Proben zeigen diese Ergebnisse, dass es sich bei HPyV9 um ein humanes Polyoma-
virus handelt.






Ähnlichkeit der Aminosäure-Sequenz (%)
LPyV TSPyV MCPyV BKPyV JCPyV WUPyV KIPyV HPyV6 HPyV7
VP1 1443 - 2558 371 40,3 94 75 71 68 69 44 43 42 42
VP2 503 - 1561 352 38,9 87 58 36 46 44 29 29 28 29
VP3 860 - 1561 233 26,9 73 41 14 32 31 12 13 16 14
t-Ag 5026 - 4457 189 22,2 90 52 52 46 47 49 50 58 58
T-Ag 5026 - 4790, 680 77,8 89 67 53 58 58 57 57 56 57
4437 - 2632
aAnzahl der Aminosäuren.
bMolekulare Masse in kDa, berechnet.
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3.2.3.2 Genomanalyse von HPyV9
Das HPyV9 Genom zeigt einen Polyomavirus-typischen Aufbau. Es besitzt eine frühe
(t-Ag und T-Ag) und eine späte Transkriptionsregion (Strukturproteine VP1, VP2
und VP3), die von der NCCR separiert sind. HPyV9 besitzt keine Sequenz, die für
ein Agnoprotein kodiert. Die Lokalisationen der offenen Leserahmen von HPyV9 und
ihre Ähnlichkeit zu LPyV und anderen Polyomaviren sind in Tabelle 7 aufgelistet.
Abb. 12: Bayes’sches Chronogramm aus der Analyse eines 687-Aminosäuren-
Alignments, abgeleitet aus VP1-, VP2 und T-Ag-Polyomavirus-Sequenzen, einschließ-
lich HPyV9. Humane Polyomaviren sind rot, Polyomaviren von nicht-humanen Primaten sind blau
und andere Polyomaviren sind schwarz markiert. Der HPyV9/LPyV-Kladus ist mit einer grauen
Linie markiert. Ein Bp-Wert > 70 (hinter dem Schrägstrich) und ein pp-Wert > 0,95 (vor dem
Schrägstrich) ist statistisch unterstützt. Die Skala zeigt die Anzahl der Aminosäure-Substitutionen
pro Position.
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HPyV9 zeigt über das gesamte Genom, einschließlich funktional wichtiger Elemente,
wie der NCCR, das T-Ag (DnaJ-Domäne, pRb-BD, DBD, CR1- und Zinkfinger-
Motiv) und das VP1 (BC-, DE- und EF-Loops), eine hohe Ähnlichkeit zu LPyV.
3.2.3.3 Phylogenetische Analyse von HPyV9
Für die phylogenetische Analyse wurde ein Alignment aus VP1-, VP2- und T-Ag-
Sequenzen des HPyV9 und repräsentativer Polyomaviren herangezogen. HPyV9 und
LPyV bilden eine monophyletische Gruppe, die mit einem Bp-Wert von 100 und
einem pp-Wert von 100% unterstützt wird (Abb. 12).
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3.3 Publikation 3
Novel Polyomaviruses of Nonhuman Primates: Genetic and Serological Predic-
tors for the Existence of Multiple Unknown Polyomaviruses within the Human
Population
Neue Polyomaviren in nicht-humanen Primaten: Genetische und serologische Hinwei-
se auf die Existenz mehrerer unbekannter Polyomaviren innerhalb der menschlichen
Population
Publiziert in PLoS Pathogens, Scuda et al., Juni 2013, Vol. 9 , Nr. 6, e1003429, DOI:
10.1371/journal.ppat.1003429, PMID: 23818846
Eingereicht: 4. Dezember 2012
Akzeptiert: 1. Mai 2013
Publiziert: 20. Juni 2013
3.3.1 Kurzdarstellung der Publikation 3
Polyomaviren (PyVs) sind kleine unbehüllte Viren, die mit humanen Erkrankungen
in Verbindung gebracht werden. Derzeit zirkulieren 12 PyVs in der menschlichen
Bevölkerung. Um die Vielfalt humaner PyVs zu untersuchen, wurde ein kombinatori-
scher Ansatz verfolgt. Nach der Identifizierung von PyVs in nicht-humanen Primaten
(NHP) mittels degenerierter PCR und ihrer phylogenetischen Analyse folgte eine
PyV-spezifische serologische Analyse von menschlichen Seren. Es wurden 20 neue
NHP-PyVs identifiziert: neun in Menschenaffen, fünf in Altwelt- und sechs in Neu-
weltaffen. Phylogenetische Analysen zeigten, dass nur vier der neun Schimpansen-
PyVs einen engen menschlichen Verwandten aufweisen. Um festzustellen, ob die zu-
sätzlichen Schimpansen-PyVs ein potenzielles menschliches Pendant besitzen, wur-
den die Hauptstrukturproteine von vier Schimpansen-PyVs in E. coli als Antigene
im ELISA exprimiert. Humane Serum- und Plasmaproben aus der Elfenbeinküste
und aus Deutschland zeigten Seroreaktivitäten gegen jedes der vier Viren. Mit Ad-
sorptionsversuchen wurden Kreuzreaktionen mit den bekannten menschlichen PyVs
ausgeschlossen. Diese Ergebnisse geben Hinweise auf die Existenz weiterer humaner
PyVs, die genetisch und serologisch mit den Schimpansen-PyVs verwandt sind.
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3.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Publikation 3
3.3.3.1 Identifizierung neuer Polyomaviren in nicht-humanen Primaten
Es wurden Blut-, Gewebe- und Kotproben (n = 792) von lebenden oder verstor-
benen Menschen-, Altwelt-, Neuwelt- und Halbaffen (44 verschiedene Affenarten)
mit zwei unterschiedlichen generischen Polyomavirus-PCRs analysiert (PCR1 und
PCR2). Die Testung von 359 Proben mit PCR1 und 433 Proben mit PCR2 ergab 61
(8%) positive Proben. Unter den Organen, für die mehr als 20 Proben zur Verfügung
standen, zeigten Milz, Lymphknoten, Darm und Lunge die höchsten Detektionsra-
ten (20%, 16%, 15% und 7%). Darüber hinaus konnten von sieben Hautproben drei
positiv (43%) getestet werden. In Kot-, Blut-, Urin- und Nierenproben waren weni-
ger als 4% der Proben positiv (Tab. 8). Nach Sequenzierung und BLAST-Analyse
konnten 24 genetisch distinkte Polyomaviren detektiert werden, die weniger als 90%
Nukleinsäure-Identität zueinander oder zu der entsprechenden VP1-Region von be-
kannten Polyomaviren aufwiesen.









Blut 139 2 1
Milz 126 25 20
Kot 117 3 3
Lunge 106 7 7
Niere 70 0 0
Lymphknoten 63 10 16
Darm 41 6 15
Leber 35 2 6
Chimp meal remaina 22 1 5
Urin 21 0 0
Muskel 17 3 18
Herz 11 0 0
Haut 7 3 43
Magen 7 0 0
Thymus 5 0 0
Pankreas 3 0 0
Knochenmark 2 0 0
gesamt 792 61 8
a Muskel oder andere Gewebe von Roten Stummelaffen, die nur teilweise
durch Schimpansen verzehrt wurden.
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Die neuen Polyomaviren wurden in acht Catarrhini-Arten (Menschen- und Altweltaf-
fen) und vier Platyrrhini-Arten (Neuweltaffen) nachgewiesen. Die Benennung erfolg-
te, wie unter Kapitel 4.4 beschrieben. Insgesamt gelang die Detektion von neun Po-
lyomaviren im Menschenaffen: (i) sechs beim Schimpansen; (ii) zwei im Gorilla und
(iii) ein Polyomavirus im Orang-Utan. Drei dieser Viren im Schimpansen (PtvPyV1,
PtvPyV2, PtsPyV1) und ein Polyomavirus des Gorillas (GggPyV1) wurden bereits
im Kapitel 3.1.3.1 besprochen. Die restlichen 20 Polyomaviren sind in der Tabelle
9 auf Seite 109 aufgeführt. Fünf neue Polyomaviren wurden in fünf Altweltaffen-
Spezies und sechs neue Viren in Neuweltaffen-Spezies detektiert. Sechs Schimpansen
(Pan troglodytes) und ein Neuweltaffe (Cebus albifrons) wiesen eine Doppelinfektion
mit mehreren Polyomaviren auf. Möglicherweise ist die relativ kleine Probenanzahl
(n = 20) Grund dafür, dass in Halbaffen keine Polyomaviren detektiert werden konn-
ten. Mittels nested-LD-PCR konnten die Komplettgenome von zehn Polyomaviren
generiert werden, darunter vier Schimpansen-Polyomavirus-Genome, wovon drei aus
dem Westlichen Schimpansen (Pan troglodytes verus) und eines aus einem Östli-
chen Schimpansen (Pan troglodytes schweinfurthii) isoliert wurden. Zudem gelang
die Generierung des Komplettgenoms aus folgenden Altweltaffen-Spezies: dem Öst-
lichen Stummelaffen (Piliocolobus rufomitratus), der Rotnasenmeerkatze (Cercopi-
thecus erythrotis) und dem Javaneraffen (Macaca fascicularis). Innerhalb der Neu-
weltaffen wurden vollständige polyomavirale Genome aus dem Rotgesichtklammeraf-
fen (Ateles paniscus), dem Weißstirnkapuziner (Cebus albifrons) und dem Totenkopf-
äffchen (Saimiri sciureus) erzeugt.
3.3.3.2 Genomanalyse der Polyomaviren nicht-humaner Primaten
Die Komplettgenome weisen eine Länge zwischen 4970-5349 bp auf und zeigen die
typischen offenen Leseraster von Vertretern der Polyomaviridae. Sie besitzen eine
frühe (t-Ag und T-Ag) und eine späte Transkriptionsregion (Strukturproteine VP1,
VP2 und VP3), die durch die NCCR separiert ist. CeryPyV1 verfügt über einen
offenen Leserahmen, der für ein Agnoprotein kodiert. Einen offenen Leserahmen für
das mT-Ag weist keines der neuen Polyomaviren auf. Die Längen und Lokalisationen
der offenen Leserahmen sind in Tabelle 10 auf Seite 110 aufgeführt. Die Analyse der
NCCR ergab, dass alle Viren eine oder mehrere T-Ag-Bindungsstellen und adenin-
und thyminreiche Sequenzabschnitte besitzen, jedoch nur MfasPyV eine invertierte
Wiederholung enthält.
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Tab. 9: Nachweis neuer Polyomaviren in nicht-humanen Primaten














kapuziner .. Lunge, Milz 1
Cebus albifrons
Polyomavirus 2 CalbPyV2 .. .. Milz 1
Cebus albifrons























































PrufPyV1 Ostafrikan.Stummelaffe DRC (w) Milz 1
Pithecia pithecia










Utan .. Lymphknoten, Milz 2
a Lebensverhältnisse: w, wild; g, in Gefangenschaft; r, wild geboren, aber in Reservaten gehalten.
b DRC = Democratic Republic of Congo.
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Die Untersuchung der von SV40 bekannten funktionellen Motive ergab: (i) Alle T-
Ag enthalten ein NLS-, CR1-, DnaJ -, Zinkfinger- und ATPase-Motiv. (ii) Nur sechs
der zehn Viren sind mit einem pRb-Bindungsmotiv ausgestattet. (iii) Die Interak-
tionsdomäne Bub-1 weisen CeryPyV1, MfasPyV1, PtrovPyV5 und SsciPyV1 auf.
(iv) Ein Cul7-Motiv konnte bei ApanPyV1, CeryPyV1, PtrovPyV4 und SsciPyV1
nachgewiesen werden.
Tab. 10: Genome und Proteine der neuen Polyomaviren in nicht-humanen Primaten
Virus Genom-größe (bp)









ApanPyV1 5273 1581-2714 377 529-1470 313 5273-4750
a
4549-2767b 768 5273-4680 197
CalbPyV1 5012 1656-2717 353 731-1693 320 5012-47764358-2757 612 5012-4521 163
CeryPyV1c 5189 1576-2670 364 636-1697 353 5189-49454598-2753 696 5189-4671 172
MfasPyV1 5087 1450-2565 371 516-1568 350 5087-48534492-2628 699 5087-4518 189
PrufPyV1 5140 1045-2553 502 390-1088 232 5140-49254266-2596 628 5140-4562 192
PtrovPyV3 5333 1497-2660 387 575-1531 318 5333-50994672-2715 730 5333-4746 195
PtrovPyV4 5349 1515-2666 383 596-1549 317 5349-51184688-2719 733 5349-4768 193
PtrovPyV5 4994 1436-2551 371 493-1554 353 4994-47604400-2614 673 4994-4425 189
PtrosPyV2 4970 1432-2538 368 504-1553 349 4970-47334374-2615 665 4970-4401 189
SsciPyV1 5067 1707-2780 357 767-1765 332 5067-48334556-2818 657 5067-4576 163
a Exon 1.
b Exon 2.
c kodiert für ein Agnoprotein (Position 391-603; 70aa).
3.3.3.3 Phylogenetische Analyse der Polyomaviren nicht-humaner Primaten
Die phylogenetischen Analysen (Maximum Likelihood und Bayesianische Analyse)
zeigen, dass die Polyomaviren der nicht-humanen Primaten über den gesamten phy-
logenetischen Stammbaum verteilt sind (Abb. 13). (i) Ein Schimpansen- und ein
Altweltaffen-Polyomavirus (PtrotPyV1 und CeryPyV1) bilden einen Kladus mit JC-
PyV, BKPyV, SV40 (Rhesusaffe) und SA12 (Pavian). (ii) PtrovPyV5 ist im phylo-
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Abb. 13: Bayes’sches Chronogramm aus der Analyse eines 244-Aminosäure-VP1-
Alignments. Humane Polyomaviren sind rot, Menschenaffen-Polyomaviren sind in blau, andere
Affen-Polyomaviren in grün und Polyomaviren anderer Spezies in schwarz markiert. Die neuen
Polyomaviren sind mit einem Stern hervorgehoben und deren Kladen mit Buchstaben in einem
schwarzen Kreis markiert. Die farbigen Rechtecke heben die Viren hervor, deren VP1 im ELISA
verwendet wurden. Ein Bp-Wert > 70 (hinter dem Schrägstrich) und ein pp-Wert > 0,95 (vor dem
Schrägstrich) ist statistisch unterstützt. Die Skala zeigt die Anzahl der Aminosäure-Substitutionen
pro Position.
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genetischen Stammbaum am nächsten mit HPyV9 verwandt. Diese Verwandtschaft
wird jedoch statistisch schlecht unterstützt (pp-Wert: 0,73; Bp-Wert: 26). Sie bilden
eine monophyletische Gruppe mit drei Altweltaffen-Polyomaviren (PbadPyV1, Mfas-
PyV1, LPyV) und gehören mit den Schimpansen-Viren PtrosPyV2 und PtrovPyV6
zu einem Kladus.
(iii) Vier Menschenaffen-Polyomaviren (PtrovPyV3, PtrovPyV4, GgorgPyV2, Ora-
PyV2) bilden einen gut separierten und monophyletischen Kladus. (iv) Die beiden
Stummelaffen-Viren PrufPyV1 und PbadPyV2 sind die nächsten Verwandten des
Schimpansen-Virus ChPyV. (v) Zwei Viren des Orang-Utan (PpygPyV1 und Ora-
PyV1) clustern mit dem humanen TSPyV und einem Neuweltaffen-Polyomavirus
(ApanPyV1). (vi) Das Gorilla-Polyomavirus GbergPyV1 befindet sich in nächster
Verwandtschaft zum Schimpansen-Polyomavirus PtrovPyV1 in der Gruppe von MC-
PyV und MCPyV-ähnlichen Menschenaffen-Polyomaviren. Darüber hinaus gehören
diese Viren zu einem größeren Stamm, der auch die zwei Neuweltaffen-Polyomaviren
CalbPyV3 und PpitPyV1 und einige Fledermaus-Polyomaviren umfasst. (vii) Vier
Neuwelt-Polyomaviren (CalbPyV1, CalbPyV2, SsciPyV1, SqPyV1) bilden einen zu-
sätzlichen Kladus.
3.3.3.4 Serologische Indikatoren für die Existenz unbekannter humaner
Polyomaviren
Um die Seroreaktivität von menschlichen Serum- und Plasmaproben aus der Elfen-
beinküste und Deutschland gegen Schimpansen-Polyomaviren zu untersuchen, wur-
den die Hauptstrukturproteine von vier Schimpansen-Polyomaviren (ChPyV, Ptrov-
PyV3, PtrovPyV4 und PtrosPyV2), die im phylogenetischen Stammbaum keinen en-
geren humanen Verwandten aufweisen und deren Komplettgenome amplifiziert und
sequenziert werden konnten, exprimiert und in einem indirekten ELISA eingesetzt.
JCPyV- und HPyV9-VP1 wurden als Positiv- und APyV-VP1 als Negativkontrolle
ausgewählt. Die Untersuchung der deutschen Serumproben (n = 111) ergab folgende
Seroreaktivitäten (Abb. 14 auf S. 113): HPyV9, 21%; JCPyV, 42%; ChPyV, 84%;
PtrovPyV3, 24%; PtrovPyV4, 50% und PtrosPyV2, 33%. Vierzehn deutsche Seren
(13%) zeigten eine Seroreaktivität gegen alle vier Schimpansen-Polyomaviren und 14
Proben (13%) waren komplett negativ. Die Plasmaproben (n = 115) aus der El-
fenbeinküste wiesen häufigere Reaktivitäten auf (Abb. 14 auf S. 113): HPyV9, 76%;
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84% 97% 24% 60% 50% 96% 33% 21% 76% 42% 65%77%
n=93 n=112 n=23 n=69 n=55 n=110 n=37 n=23 n=87 n=47 n=75n=89
Abb. 14: Seroreaktivitäten humaner Seren- und Plasmaproben gegen das VP1 von
vier Schimpansen-, und zwei humanen Polyomaviren. Gezeigt sind 111 Serumproben von
deutschen Probanden (graue Punkte) und 115 Plasmaproben von Ivorern (schwarze Punkte). Je-
de Probe wurde mittels IgG-basierten Kapsomer-ELISA auf Antikörper gegen alle sechs Antigene
getestet (ChPyV, PtrovPyV3, PtrovPyV4, PtrosPyV2, HPyV9, JCPyV). Die Anzahl der positiven
Proben und der Prozentsatz der positiven Werte sind auf der x-Achse angegeben. Dargestellt sind
die Nettoabsorptionen bei 450 nm.
JCPyV, 65%; ChPyV, 97%; PtrovPyV3, 60%; PtrovPyV4, 96% und PtrosPyV2, 77%.
Jede der ivorischen Proben wurde auf mindestens ein Schimpansen-Polyomavirus und
53 Proben (46%) auf alle Schimpansen-Polyomaviren positiv getestet. Im Vergleich
zu den Proben aus der Elfenbeinküste sind die Seroprävalenzen der deutschen Proben
niedriger (P < 0, 001 für alle Viren). Dieser Unterschied zeigt sich auch deutlich bei
einer altersangepassten Analyse von Personen zwischen 20 und 60 Jahren (P = 0, 004
für ChPyV, P < 0, 001 für alle anderen Viren). Die mittleren Extinktionswerte wa-
ren für alle Viren in den deutschen Proben signifikant niedriger (P < 0, 001 für alle
Viren). Das Alter der Individuen hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Extinkti-
onswerte (P > 0, 05 für alle Viren). Eine Korrelationsanalyse der gegeneinander auf-
getragenen Nettoabsorptionen bei 450 nm ergab nur geringe bis mäßige Korrelationen
(0, 178−0, 62). Es gibt keine Hinweise auf eine Kreuzreaktion, da die Nettoabsorption
aller deutsch-ivorischen Antigen-Paare eine Korrelation von > 0, 5 aufwiesen.
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3.3.3.5 Kreuzreaktivitäten zwischen humanen und Schimpansen-Polyomaviren
Um eine mögliche Kreuzreaktivität zwischen den vier Schimpansen-Polyomaviren
und bekannten menschlichen Polyomaviren (BKPyV, JCPyV, HPyV9, MCPyV und
TSPyV) zu untersuchen, wurden Serum-und Plasmaproben (n = 5 − 7), die eine
Reaktivität gegen ein bestimmtes Schimpansen-Polyomavirus (ChPyV, PtrovPyV3,
PtrovPyV4 oder PtrosPyV2) zeigten, im Absorptionsversuch getestet. Die Präad-
sorption mit den jeweiligen homologen Schimpansen-Polyomavirus-Antigenen redu-
zierte die Nettoabsorptionen um mindestens 80%.
Tab. 11: Kompetitive Hemmung der Seroreaktivität gegen PyV




ChPyV PtrovPyV3 PtrovPyV4 PtrosPyV2
APyV 99 96 100 99
BKPyV 100 100 100 98
HPyV9 97 86 100 69
JCPyV 95 100 100 96
MCPyV 89 100 100 98
TSPyV 94 100 100 88
ChPyV 14 – – –
PtrovPyV3 –b 9 – –
PtrovPyV4 – – 14 –
PtrosPyV2 – – – 20
a Proben wurden vor dem ELISA mit 2µg/ml des jeweiligen VP1-Antigens
präadsorbiert.
b –, nicht getestet.
Die Präinkubation mit dem VP1- von APyV hatte keinen Effekt auf die Seroreakti-
vitäten. Generell konnte bis auf eine Ausnahme keine Reduzierung der Nettoabsorp-
tionen der ChPyV-, PtrovPyV3-, PtrovPyV4- und PtrosPyV2- positiven Proben mit
den humanen VP1-Antigenen gezeigt werden (Tab. 11). Die PtrosPyV2-spezifischen
Seroreaktivitäten wurden nach der Präinkubation mit löslichem HPyV9-VP1-Antigen
um 31% reduziert. Das weist auf eine mögliche schwache Kreuzreaktivität zwischen
PtrosPyV2- und HPyV9-Antikörpern hin.
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Es wurden 792 DNA-Proben von Affen aus 44 verschiedenen Spezies und 597 huma-
ne DNA-Proben von immunsupprimierten Personen (Transplantierte, HIV-Infizierte,
PML-Patienten, Kinder mit Diarrhoe) auf Präsenz von Polyomavirus-Sequenzen un-
tersucht (Tab. 12). Die Tierproben stammten von wilden Primaten aus Afrika (n =
313 Tiere) und Südamerika (n = 3 Tiere). 54 Proben gehörten zu wildgeborenen
Menschenaffen, die in Naturschutzgebieten in West- und Ostafrika (n = 49 Tiere)
und Asien (n = 5 Tiere) beheimatet sind. Zudem wurden 422 Primaten-Proben von
in Gefangenschaft gehaltenen Tieren aus mehreren europäischen zoologischen Gärten
untersucht.
Um Kontaminationen auszuschließen wurden für die Gewinnung der Affenproben aus
der Elfenbeinküste Einweghandschuhe und Gesichtsmasken eingesetzt. Die Obduk-
tionen erfolgten unter Verwendung geschlossener Schutzanzüge [325]. Die Extraktion
von DNA aus Blut-, Gewebe- und Kotproben und nachfolgende molekularbiologi-
sche Untersuchungen wurden unter Einhaltung aller nötigen Standardvorkehrungen
durchgeführt. In 14% der untersuchten humanen und in 8% der Affen-DNA-Proben
gelang der Nachweis von Polyomavirus-Sequenzen (Tab. 12). Werden die humanen
und simianen Proben-Poole zu einem Vergleich herangezogen, fallen zwei Besonder-
heiten auf:
(i) In keiner der untersuchten Urin- (n = 21) und Nierenproben (n = 70) im Af-
fen gelang der Nachweis von Polyomavirus-Sequenzen (Tab. 12). Im Vergleich dazu
konnte in 71 (40%) der humanen Urinproben Polyomavirus-DNA detektiert werden,
wovon 46 (64%) BKPyV-positiv und 18 (25%) JCPyV-positiv getestet wurden. Auf-
grund des ausgeprägten Nierentropismus vieler Mitglieder der Polyomaviridae (s.
Kap. 2.2.2) fällt auf, dass im Vergleich zu den humanen Proben keine Viren im Urin
der Affen detektiert werden konnten. Jedoch handelt es sich bei den untersuchten
Affen-Proben hauptsächlich um Sektionsmaterial kurzfristig erkrankter Tiere und
nicht, wie im untersuchten humanen Proben-Pool, um langfristig immunsupprimier-
te Individuen.
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Tab. 12: Zusammensetzung des Probenmaterials
Affe Mensch
Probenmaterial PyV-positiveProben in %
PyV-positive
Proben in %
Blut 1% (n = 139) 5% (n = 285)
Kot 3% (n = 117) 0% (n = 38)
Urin 0% (n = 21) 40% (n = 179)
Liquor - 0% (n = 74)
BAL - 2% (n = 21)
Milz 20% (n = 126) -
Lunge 6% (n = 106) -
Niere 0% (n = 70) -
Lymphknoten 16% (n = 63) -
Darm 15% (n = 41) -
Leber 6% (n = 35) -
Chimp meal remaina 5% (n = 22) -
Muskel 18% (n = 17) -
Herz 0% (n = 11) -
Haut 43% (n = 7) -
Magen 0% (n = 7) -
Thymus 0% (n = 5) -
Pankreas 0% (n = 3) -
Knochenmark 0% (n = 2) -
aMuskel oder andere Gewebe von Roten Stummelaffen, die nur teilweise durch
Schimpansen verzehrt wurden.
Auch bei BKPyV und JCPyV ist die Detektionsrate in immunkompetenten oder
kurzzeitimmunsupprimierten Erwachsenen signifikant geringer und liegt für BKPyV
unter 10%. JCPyV wird unabhängig vom klinischen Status zwischen 12-100%, je nach
Alter und ethnischer Zugehörigkeit, detektiert [251,378,379]. Newman und seine Kol-
legen zeigten, dass alle Nieren- und Urinproben langzeitimmunsupprimierter Rhesus-
affen SV40-positiv waren. In Proben gleicher Art gelang in nur einem von 15 gesunden
Rhesusaffen der Nachweis von SV40-DNA. Als Gründe für den Unterschied in der
Detektion von SV40-DNA in immunsupprimierten und immunkompetenten Tieren
geben Newman et al. eine zu geringe Viruslast an und vermuten zudem, dass SV40
ursächlich in anderen Geweben repliziert und nur im Zustand der Immunsuppression
in der Lage ist, in andere Gewebe zu streuen [380]. Ob die Diskrepanz der Prävalen-
zen auf die unterschiedliche Immunlage zurückzuführen ist oder ob ein tatsächlicher
Unterschied im Gewebetropismus zwischen humanen und Affen-Polyomaviren vor-
liegt, bedarf weiterer Forschung.
(ii) Auffällig ist der häufige Nachweis von Affen-Polyomavirus-Sequenzen in sekun-
dären lymphatischen Organen, wie Milz (20%) und Lymphknoten (16%). Interessan-
TOC116
Übergreifende Diskussion Copyright N. Scuda 2013 N. Scuda
terweise berichten auch Fagrouch et al. von einer erhöhten Prävalenz in Milz- (34%;
n = 56) und Lymphknotenproben (38%; n = 135) von 56 Rhesusaffen, die expe-
rimentell mit dem Simian human immunodeficiency virus (SHIV) infiziert wurden
[381]. Auch konnten die Wissenschaftler um Deuzing in vier von fünf Schimpansen-
Milzproben Polyomavirus-DNA nachweisen [45]. Mehrere Studien berichten über
den gelegentlichen Nachweis von humanen Polyomaviren (JCPyV, BKPyV, MC-
PyV) in der Milz [206, 211, 286, 382–384]. Grinnell et al. detektierten JCPyV-DNA
in der Milz von drei immunsupprimierten Patienten. Keine der untersuchten Mil-
zen schien produktiv infiziert zu sein. Die Forscher schlussfolgerten, dass es auf-
grund der Immunsuppression zu einer weiten Verbreitung des polyomaviralen Ge-
noms kommt [206]. Die Wissenschaftler um Houff isolierten JCPyV-DNA aus B-
Lymphozyten der Milz zweier PML-Patienten und Caldarelli et al. zeigten, dass
40% der Milz-Autopsieproben von HIV-infizierten PML-Patienten JCPyV positiv
waren; eine zweite Gruppe HIV-negativer sowie eine dritte Gruppe HIV-infizierter
PML-negativer Patienten zeigte keine JCPyV-DNA in den untersuchten Milzpro-
ben [211,383].
In einer breitangelegten Untersuchung von Proben immunsupprimierter Personen
detektierten Korup et al. in nur 5% der Milzproben (n = 61) und in 14% der Lymph-
knoten (n = 22) Polyomavirus-Sequenzen [41]. Es ist möglich, dass Polyomaviren
von Affen im Gegensatz zu den humanen Polyomaviren einen verstärkten Tropismus
für lymphatische Organe aufweisen, da sowohl immunsupprimierte als auch immun-
kompetente Tiere eine hohe Polyomavirus-Prävalenz in diesen Geweben zeigen.
(iii) Offenbar ist Blut (Plasma, Serum, Vollblut) für die Detektion von Polyomaviren
als Material ungeeignet (Tab. 12 auf S. 116). Sowohl im humanen als auch im simia-
nen Proben-Pool wurden nur vereinzelt Polyomavirus-Sequenzen detektiert, obwohl
für JCPyV, BKPyV, MCPyV und SV40 ein Lymphotropismus vermutet wird (s.
Kap. 2.2.2). In Blutproben schwanken die Detektionsraten von BKPyV und JCPyV
erheblich zwischen 0-50% [251]. Die Beobachtung von Fagrouch et al., dass Rhesusaf-
fen in Milzen und Lymhknoten signifikant höhere SV40-Infektionsraten aufweisen als
im Blut macht deutlich, dass es zu einer Unterrepräsentation der DNA-Prävalenzen
kommt, sobald Blut als einzige Referenz herangezogen wird [381].
(iv) Mit der Entdeckung von MCPyV, HPyV6 und 7 ist die Haut als mögliches Or-
gan der Polyomavirus-Persistenz in den Vordergrund gerückt [385]. Trotz der geringen
Probenanzahl ist auffällig, dass in drei von sieben Hautproben Affen-Polyomavirus-
DNA detektiert werden konnte (Tab. 12 auf S. 116). Auch Deuzing et al. berichten,
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dass alle Hautproben (n = 4) der getesteten Schimpansen positiv waren [45]. Diese
Daten könnten ein Anhaltspunkt dafür sein, dass auch bei Affen die Haut als Ort
der Persistenz und Replikation von Polyomaviren in Frage kommen könnte.
(v) Die fäkal-orale Transmission von Polyomaviren wird seit dem Nachweis einiger
humaner Polyomaviren im Kot/Stuhl gezielt diskutiert. Bis auf HPyV6 und HPyV9
wurden bisher alle humanen Polyomaviren im Stuhl nachgewiesen [8, 37, 39–41, 216,
220, 228, 229, 231, 386]. Bei BKPyV korreliert die Viruslast im Stuhl, im Gegensatz
zur Viruslast im Urin, nicht mit dem Immunstatus [8, 90]. In der vorliegenden Ar-
beit konnte in den humanen Stuhlproben keine und in den Affen-Proben in 3% der
Proben Polyomavirus-DNA nachgewiesen werden. Es ist möglich, dass Polyomaviren
den Magen-Darm-Trakt lediglich passieren, ohne eine Infektion hervorzurufen. Da-
her sollte die Bestimmung des Wirtes eines neuen Polyomavirus nicht allein auf der
Analyse von Kot-/Stuhlproben beruhen.
Für über die Hälfte der bekannten humanen Polyomaviren (KIPyV, WUPyV, TS-
PyV, HPyV9, HPyV10, STLPyV und HPyV12) existiert bisher kein verlässlicher
Hinweis auf den Tropismus, da die bisherigen Informationen auf nur wenige Studien
beruhen, die wiederum auf der Untersuchung weniger Probanden und einen engen
Probenspektrum basieren. Quantitative Studien sind notwendig, um lymphoide Or-
gane als Ort der Polyomavirus-Persistenz in nicht-humanen Primaten zu bestätigen
und mehr Einblick in den Tropismus dieser Viren zu erhalten.
Plasma- und Serumproben
Ein Vergleich der Seroreaktivitäten der deutschen und ivorischen Serum- und Plas-
maproben zeigt, dass die ivorischen Plasmaproben stärkere Reaktivitäten aufweisen
(Abb. 15 auf S. 119). Ein Grund dafür könnte sein, dass der enge Kontakt der Ivor-
er mit nicht-humanen Primaten zur vermehrten zoonotischen viralen Transmission
führt. Jedoch zeigen auch die Reaktivitäten der ivorischen Proben gegen HPyV9- und
JCPyV-VP1 eine allgemein höhere Seroreaktivität. Wahrscheinlich ist das Ergebnis
eher auf afrikanisch-europäische Unterschiede in der humoralen Immunität zurück-
zuführen [368,369,387]. Solche immunologischen Unterschiede, einhergehend mit un-
terschiedlichen Transmissionswegen lokaler Virusstämme sowie soziale Faktoren und
unterschiedliche Hygienebedingungen können zu einem ausgeprägten geographischen
Unterschied in der Seroprävalenz führen [30,31,33,165,166,175,250,252,255].
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ChPyV PtrovPyV3 PtrovPyV4 PtrosPyV2 HPyV9 JCPyV
Abb. 15: Seroreaktivität von humanen Seren und Plasmaproben gegen vier Schim-
pansen- und zwei humane Polyomaviren. In einem Kapsomer-basierten IgG-ELISA wurde die
Seroreaktivität von Serumproben deutscher (graue Balken) und Plasmaproben ivorischer (schwarze
Balken) Probanden gegen ChPyV-, PtrovPyV3-, PtrovPyV4-, PtrosPyV2-, HPyV9- und JCPyV-




























ChPyV PtrovPyV3 PtrovPyV4 PtrosPyV2
Abb. 16: Seroreaktivitäten der Schimpansen-Seren gegen das VP1 von ChPyV, Ptrov-
PyV3, PtrovPyV4 und PtrosPyV2. Gezeigt sind 40 Serumproben von Schimpansen aus Ugan-
da. Jedes Serum wurde mit Hilfe eines IgG-basierten Kapsomer-ELISA auf Antikörper gegen alle
vier Antigene getestet (ChPyV, PtrovPyV3, PtrovPyV4, PtrosPyV2). Dargestellt sind die Nettoab-
sorptionen bei 450 nm.
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Die Analyse von 40 Schimpansen-Seren auf Antikörper gegen die vier Schimpansen-
Polyomaviren ergab folgende Prävalenzen: ChPyV, 100%; PtrovPyV3, 73%; Ptrov-
PyV4, 90% und PtrosPyV2, 88% (Abb. 16 auf S. 119). Da die gemessenen Seroreak-
tivitäten der Schimpansen die humanen Seroreaktivitäten in sieben von acht Fällen
übersteigen, ist davon auszugehen, dass es sich bei ChPyV, PtrovPyV3, PtrovPyV4
und PtrosPyV2 um genuine Schimpansen-Polyomaviren handelt.
4.2 Humanes Polyomavirus 9
HPyV9 wurde 2011 erstmalig in Serum-, Plasma- und Urinproben immunsuppri-
mierter Patienten detektiert und konnte bisher mit keiner Erkrankung assoziiert
werden [35]. Um Informationen über die Biologie von HPyV9 zu erhalten und Rück-
schlüsse auf eine mögliche Pathogenität ziehen zu können, steht neben der Erfassung
der Sero- und Genoprävalenz die Klärung folgender Aspekte im Vordergrund: (a)
Gewebe- und Zelltropismus, einschließlich möglicher viraler Rezeptoren; (b) die Prä-
ferenz für ein Alter und Geschlecht und (c) Immunstatus sowie das (d) Persistenz-,
Reaktivierungs- und (e) Transmissionsverhalten.
Zu (a): In immunkompetenten Probanden konnte HPyV9-DNA in Blut-, Urin- und
respiratorischen Proben und in immunsupprimierten Personen zusätzlich in Haut-
proben detektiert werden (Tab. 13 auf S. 121) [15, 35–37,222, 254, 388–390]. Die De-
tektionsrate von HPyV9-DNA in Geweben mit über zehn getesteten Proben liegt
zwischen 0-6%, wobei die höchste Prävalenz im Blut von nicht-schwangeren, gesun-
den Frauen auftrat. Aufgrund dieser geringen DNA-Prävalenzen kann davon ausge-
gangen werden, dass es sich bei den untersuchten Geweben nicht um bevorzugte Or-
te einer HPyV9-Persistenz und/oder Replikation handelt. Da der Gewebetropismus
hauptsächlich durch den viralen Rezeptor bestimmt wird, könnte das Wissen über
das Infektionsverhalten von LPyV, dem HPyV9 nächstverwandten Polyomavirus (s.
Kap. 3.2.2), einen Hinweis auf das von HPyV9 bevorzugte Gewebe liefern. LPyV
besitzt einen ausgeprägten Tropismus für B-lymphoide Zellen und Studien zeigen,
dass LPyV mit hoher Affinität an Rezeptoren bindet, die eine terminale Sialinsäure
enthalten [324,391,392]. Zudem zeigen Herrmann et al., dass die Anzahl hochaffiner
Rezeptoren pro Zelle entscheidend für eine erfolgreiche LPyV-Infektion ist [393]. Die
hochvariablen Loop-Regionen des HPyV9- und LPyV-VP1, bestimmend für die Re-
zeptorbindung, weisen eine große Ähnlichkeit auf. Es besteht daher die Möglichkeit,
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Blut pädiatrische Transplantatempfänger 265 0 [37]
nierentransplantierte Patienten 117 3 [35]
nicht-schwangere Frauen 100 6 [388]
schwangere Frauen 100 2 [388]
Patienten mit HIV 50 0 [35]
Patienten mit PML 47 2 [35]
Patienten mit CLL 27 0 [389]
immunsupprimierte Erwachsene 25 0 [35]
immunsupprimierte Kinder 25 0 [35]
adulte Transplantatempfänger 20 0 [35]
gesunde Probanden 18 0 [389]
Patient mit AML 1 100 [35]
Haut HIV-negative Männer 239 0 [390]
HIV-positive Männer 210 0 [390]
immunkompetente Hautkrebs-Patienten 193a 0 [222]
gesunde Probanden 111 1 [36]
MCC-Patienten 8 25 [36]
gesunde, weiße Probanden 6 0 [394]
MCC-Patient, männlich 1 100 [394]
resp. Proben pädiatrische Transplantatempfänger 160 0 [37]
schwangere Frauen 100 2 [388]
nicht-schwangere Frauen 100 2 [388]
Erwachsene mit resp. Erkrankungen 46 0 [36]
Kinder mit resp. Erkrankungen 46 0 [36]
Patienten mit Pneumonie 21 0 [35]
Urin pädiatrische Transplantatempfänger 169 1 [37]
schwangere Frauen 100 3 [388]
nicht-schwangere Frauen 100 2 [388]
immunsupprimierte Patienten 92 0 [35]
nierentransplantierte Patienten 38 3 [35]
immunsupprimierte Patienten mit Krebs 26 0 [35]
stammzelltransplantierte Patienten 14 0 [35]
Patienten mit Multipler Sklerose 9 0 [35]
Stuhl pädiatrische Transplantatempfänger 122 0 [37]
Kinder mit Gastroenteritis 130 0 [35,36]
Liquor immunsupprimierte Patienten 38 0 [35]
Patienten mit PML 36 0 [35]
a Paraffin-eingebettete Hautproben.
dass diese nahe verwandten Viren gleichartige virusspezifische Rezeptoren verwenden.
Wird, wie Cantalupo et al., davon ausgegangen, dass der Zell- und Wirtstropismus
zusätzlich durch die NCCR bestimmt wird, so liefert die ausgeprägte Ähnlichkeit von
HPyV9 und LPyV innerhalb dieser funktionalen Region einen weiteren Anhaltspunkt
über einen möglichen LPyV-ähnlichen Tropismus [395]. Für die erfolgreiche Infekti-
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on ist jedoch nicht nur der spezifische Rezeptor auf der Zelloberfläche entscheidend,
sondern auch weitere zelluläre Faktoren, die den Transport innerhalb der Zelle, die
Genexpression und den Zusammenbau der Virusnachkommen beeinflussen.
In 2% der bisher publizierten Blutproben (n = 795) wurde HPyV9-DNA detektiert,
dennoch werden weitere Untersuchungen nötig sein, um ein Lymphotropismus für
HPyV9 zu bestätigen. Auffällig ist der häufige Nachweis von HPyV9-DNA (33%)
in Hautproben von MCC-Patienten, wobei jedoch die Probenanzahl (n = 9) zu ge-
ring ist, um Rückschlüsse auf eine mögliche Beteiligung von HPyV9 in MCCs zie-
hen zu können [36,394]. Auch scheint eine Assoziation von HPyV9 mit Nicht-MCC-
Hautkrebserkrankungen unwahrscheinlich [222]. Im Vergleich zu den Prävalenzen von
HPyV6 (14-28%) und HPyV7 (11-13%) in Hautproben gesunder Probanden, ähnelt
die HPyV9-Prävalenz von 1% (n = 767) eher der von TSPyV mit 1-2% positiven
Hautproben [29, 30, 254, 390]. Kein Nachweis von HPyV9-DNA gelang (i) im Stuhl
von Kindern mit Gastroenteritis und pädiatrischen Transplantatempfängern; (ii) in
Proben, die mittels bronchoalveolärer Lavage (BAL) von Patienten mit Pneumonie
gewonnen wurden; (iii) im Liquor immunsupprimierter Patienten und (iv) in Patien-
ten mit PML.
Zu (b): Vier serologische Studien befassen sich mit dem Vorkommen von HPyV9-
Antikörpern im Menschen. Berichtet wird von einer Seroprävalenz gesunder euro-
päischer Erwachsener zwischen 21-47% und es wird davon ausgegangen, dass die
Infektion im frühen Kindesalter stattfindet (Tab. 14 und Abb. 17) [34,43,60,176].
Tab. 14: HPyV9 Seroprävalenz
Probanden Proben gesamt Seroprävalenzin % Referenz
gesunde Erwachsene
aus Deutschland 328 47 [34]
.. 111 21 [43]
aus Italien 186 33 [60]
aus der Elfenbeinküste 115 76 [43]
immuninkompetente Patienten aus Deutschland
nierentransplantiert 100 63 [34]
lebertransplantiert 50 41 ..
Patienten mit neurologischen Dysfunktionen 50 55 ..
stammzelltransplantiert 50 69 ..
Kinder in pädiatrischer Behandlung
aus Deutschland 101 20 [34]
aus Italien 139 10-18 [60]
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Während die Studien von Trusch et al. unter Verwendung eines kapsomerbasierten
ELISA einen Höhepunkt der Seroprävalenz bei 21-30 Jährigen und einen leichten
Rückgang bei älteren Probanden beschreiben, ähnlich der altersabhängigen BKPyV-
Seroprävalenz, zeigen die Daten von Nicol et al., generiert mit einem VLP-ELISA,
einen stetigen Anstieg der Seroprävalenzen mit dem Alter (Abb. 17) [34,54,60,176].
Nicol und Kollegen berichten über einen signifikanten Geschlechtsunterschied bei
gesunden Erwachsenen (48% Männern vs. 21% Frauen), der sich jedoch bei den ge-
testeten Kindern nicht zeigt (14% Mädchen vs. 15% Jungen) [60]. Trusch et al. und




















































































Altersgruppen in Jahren (n= Probenanzahl)
48n = 32 69 53 92 89 37 49 95 73 68 105 64 95 49 20 100 52 56
Abb. 17: Altersverteilung der Seroreaktivität gegen HPyV9. Bei gesunden Erwachsenen
und Kindern in pädiatrischer Behandlung, [34,176].
Zu (c): Bisherige Untersuchungen weisen keinen signifikanten Unterschied im Nach-
weis von HPyV9-DNA zwischen immunsupprimierten und immunkompetenten Pro-
banden auf [15,35–37,222,254,388–390]. Serologisch konnten Trusch et al. zeigen, dass
nieren- und stammzelltransplantierte Probanden signifikant höhere Prävalenzen und
IgG-Titer im Vergleich zu den Kontrollgruppen aufweisen [34]. Ob diese Patienten-
gruppen generell anfälliger für eine HPyV9-Infektion sind, müssen weitere Studien
untermauern. Zudem konstatieren die Forscher um Imajoh, dass HPyV9 scheinbar
nicht an der Pathogenese der CLL beteiligt ist [389].
Zu (d): Bisher gibt es keinen Hinweis auf eine persistente HPyV9-Infektion und einer
damit verbundenen Reaktivierung während einer Immunsuppression [254]. Csoma et
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al. finden beispielsweise keine erhöhten Prävalenzen in schwangeren Frauen, im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe nicht-schwangerer Frauen. Das kann ein Hinweis darauf
sein, dass eine schwangerschaftsbedingte Immunsupression nicht notwendigerweise
zu einer Reaktivierung oder zu erhöhten Primärinfektionen führt [388]. Dennoch
kann hinsichtlich dieser Datenlage nicht davon ausgegangen werden, dass HPyV9
nicht zur Reaktivierung in der Lage ist. Es ist durchaus möglich, dass die Viruslast
in den untersuchten Geweben unter der Nachweisgrenze lag. Zudem wurden die Pro-
ben der schwangeren Frauen an nur einem Tag entnommen. Trusch et al. zeigten,
dass das Zeitfenster für die Detektion von HPyV9-DNA nach einer Primärinfektion
bzw. Reaktivierung sehr klein ist [34]. So konnten sie an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen HPyV9-DNA nachweisen. Proben, die 12 Tage danach entnommen worden
waren, waren jedoch HPyV9-DNA negativ. Es besteht somit die Möglichkeit, dass
eine HPyV9-Reaktivierung von Csoma et al. unbemerkt zu einem anderen Zeitpunkt
stattfand. Es ist zudem nicht ausgeschlossen, dass HPyV9 in anderen Gewebe- und
Zellkompartimenten repliziert.
So ist beispielsweise der Nachweis von BKPyV-DNA während einer Reaktivierung
abhängig vom untersuchten Material. Durch eine vorübergehende Immunsuppres-
sion während der Schwangerschaft zeigen 3-54% der Frauen eine asymptomatische
BKPyV-Virurie und Kalvatchev et al. gelang bei 35% der Schwangeren eine De-
tektion von BKPyV im Urin. Im Blut jedoch konnten er und seine Kollegen keine
BKPyV-DNA nachweisen [396]. Auch zeigten Studien von Boldorini et al. signifikan-
te Prävalenzunterschiede in den Geweben [14,397]. Die Wissenschaftler detektierten
bei 9-21% der Schwangeren BKPyV-DNA im Urin. Im Blut der Schwangeren und im
Nabelschnurblut wiesen sie nur in 0-3% der Proben BKPyV-DNA nach. Dass Blut
nicht alleinig für die Polyomavirus-Diagnostik herangezogen werden darf, wurde be-
reits im Kapitel 4.1 erwähnt. Denkbar wäre auch, dass die Ausprägung einer HPyV9-
Reaktivierung eng mit der Schwere der Immunsuppression korreliert und somit eine
Immunschwäche durch eine Schwangerschaft in der Regel keine HPyV9-Replikation
auslöst. Ein ähnliches Reaktivierungsverhalten beschreiben Wieland et al. für TS-
PyV [390]. Die Wissenschaftler stellten die These auf, dass die Seltenheit, in der
TSPyV in HIV-positiven Patienten detektiert wird, damit zusammenhängt, dass die
Schwere einer HIV-Immunsuppression nicht so ausgeprägt ist, wie bei TS-Patienten
mit einer zum Teil sehr hohen Viruslast [223,390]. Zudem konnte für JCPyV gezeigt
werden, dass, im Gegensatz zu BKPyV, eine Virurie nicht mit dem Schweregrad der
Immunsuppression korreliert, weshalb generell angenommen wird, dass der Prozess
einer Reaktivierung multifaktoriell ist [208].
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Zu (e): Bisher konnte das Virus in Individuen aus Deutschland, Italien und der El-
fenbeinküste mittels PCR und/oder ELISA nachgewiesen werden. Die Seroprävalenz
von Ivorern ist mit 76% am höchsten und ist wahrscheinlich auf Unterschiede in
der humoralen Antwort zurückzuführen [43]. Infizierte Gewebe und Organsysteme
können einen Hinweis auf mögliche Übertragungswege geben. So gelang Sauvage et
al. die Detektion von HPyV9 auf der Haut eines Mannes und seiner Ehefrau [36].
Dies ist ein Anhaltspunkt dafür, dass der Transmissionsweg ähnlich verläuft wie bei
MCPyV, HPyV6 und HPyV7. Jedoch sind derzeitige Vermutungen über einen mög-
lichen Transmissionsweg aufgrund der geringen Datenlage nur spekulativ und wenig
aussagekräftig.
Folgende Aspekte können bezüglich HPyV9 zusammengefasst werden: (i) HPyV9 ist
ubiquitär verbreitet und zeigt im Vergleich zu den bekannten humanen Polyomavi-
ren eine relativ geringe Seroprävalenz (21-47%). (ii) Die Primärinfektion findet im
frühen Kindesalter statt. (iii) HPyV9 und LPyV sind nah verwandt und serologisch
kreuzreaktiv. (iv) Der Gewebs- und Zelltropismus ist unbekannt, jedoch gibt es durch
die starke Ähnlichkeit zu LPyV Hinweise auf einen möglichen lymphozytären Tropis-
mus. (v) Eine Assoziation zwischen verminderter Immunität und HPyV9-Infektion
ist nicht eindeutig geklärt.
4.3 Vorhersage neuer Viren mittels Phylogenie und Serologie
Die Existenz des 2011 isolierten HPyV9 wurde bereits 1980 postuliert, denn Harald
zur Hausen und seine Kollegen konnten zeigen, dass bis zu 30% humaner Seren die Fä-
higkeit besaßen, eine LPyV-Infektion zu neutralisieren. Es stellte sich später heraus,
dass dies sehr wahrscheinlich durch die Präsenz kreuzreagierender HPyV9-Antikörper
verursacht worden war [31–34]. Diese Kreuzreaktion beruht auf der engen phylogene-
tischen Verwandtschaft beider Viren mit einer DNA-Sequenzidentität von 75% und
einer VP1-Protein-Identität von 87%. Auch die Kreuzreaktivität der humanen Vi-
ren BKPyV und JCPyV mit dem Altweltaffen-Polyomavirus SV40 lässt sich auf die
hohe genetische Verwandtschaft zurückführen. Auf Basis dieser Beobachtungen ist
es denkbar, dass eine Kreuzreaktivität zwischen menschlichen und eng verwandten
Affen-Polyomaviren als Indikator für die Existenz unbekannter humaner Polyoma-
viren dienen kann. In dieser Arbeit konnte mittels Serologie gezeigt werden, dass
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ein großer Teil der menschlichen Bevölkerung offenbar Kontakt mit noch unbekann-
ten humanen Polyomaviren hatte, die mit den Schimpansen-Polyomaviren ChPyV,
PtrovPyV3, PtrovPyV4 und PtrosPyV2 nah verwandt sind. Eine Kreuzreaktion mit
bereits bekannten humanen Polyomaviren als Erklärung für die beobachteten Serore-
aktivitäten konnte experimentell durch Absorptionsversuche ausgeschlossen werden.
Zudem ist es unwahrscheinlich, dass die Seroreaktivitäten auf Infektion des Menschen
mit den Schimpansen-Viren beruhen, da auch deutsche Probanden zum Teil starke
Seroreaktionen zeigen und davon ausgegangen werden kann, dass diese in der Regel
keinen Kontakt zu Schimpansen haben (s. Kap. 3.3.2).
Bisher ist jedoch die Detektion von Sequenzen dieser unbekannten humanen Polyo-
maviren nicht gelungen. Es ist aufgrund des großen phylogenetischen Abstands zu den
vier Schimpansen-Polyomaviren eher unwahrscheinlich, dass es sich bei HPyV10 und
HPyV12 um zwei der vorhergesagten Polyomaviren handelt, da beide weniger als 75%
VP1-Aminosäure-Identität zu den vier Schimpansen-Polyomaviren aufweisen. Da in-
tensives Screening mit etablierten PCR-Methoden bisher keinen Erfolg brachte, ist
anzunehmen, dass die Detektion der vorhergesagten Viren durch ihre Seltenheit bzw.
durch einen ungewöhnlichen Tropismus erschwert wird. Zudem könnten ungewöhnli-
che Sequenzvarianten verbesserte PCR-Methoden erfordern.
4.4 Taxonomie und Phylogenie der Polyomaviren
Für die taxonomische Einteilung der Viren werden verschiedene Viruseigenschaften
herangezogen. Dazu gehören neben der Morphologie, physikalische und biochemische
Eigenschaften, die Genomorganisation und Replikation sowie antigene und biologi-
sche Eigenschaften, beispielsweise das Wirtsspektrum, bevorzugte Gewebe und die
Pathogenität. Vor dem Jahr 2000 gehörten die Polyoma- und Papillomviren als eigen-
ständige Gattungen zur Familie Papovaviridae. Danach kam es aufgrund unterschied-
licher biologischer und physikalischer Eigenschaften zur Trennung dieser Familie [18].
Während die Familie der Papillomaviridae unter Verwendung des griechischen Alpha-
betes klar in 29 Genera und 189 Spezies strukturiert wurde, blieb die Polyomavirus-
Familie monotypisch [398, 399]. Die Zuordnung und Benennung neuer Mitglieder ist
nicht klar geregelt und führt zu unterschiedlichen, teilweise verwirrenden Benennun-
gen. Die Entdeckung neuer Polyomaviren in unterschiedlichen Wirten bedingt zudem
einen stetigen Wandel des phylogenetischen Stammbaumes. Dieses macht eine klare
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und strukturierte Benennung unabdingbar. Seit 2011 ist die Aufteilung in drei Ge-
nera (Wuki-, Ortho-, und Avipolyomaviren) auf Grundlage von VP1 und VP2, wie
sie von Johne et al. vorgeschlagen wurde, in Verwendung (Abb. 1 auf S. 4). Diese
Gliederung ist jedoch nicht offiziell durch das International Comittee on Taxonomy
of Viruses (ICTV) anerkannt.
Zur Zeit werden humane Polyomaviren mit zwei oder drei Buchstaben oder Zahlen
abgekürzt. Die Buchstaben beziehen sich hierbei auf (i) die Initialen der Patienten
(JCPyV, BKPyV); (ii) eine mögliche pathogene Beteiligung (MCPyV, TSPyV) oder
(iii) den Ort, in dem das jeweilige Virus detektiert wurde (WUPyV, KIPyV, STL-
PyV). Die Zahlen greifen die zeitliche Abfolge der Entdeckung auf (HPyV6, HPyV7,
HPyV9, HPyV10, HPyV12). Die Zwei-Buchstaben-Benennung ist stark limitiert und
führte dazu, dass Lim et al. für STLPyV (Saint Luis PyV) drei Buchstaben wähl-
ten, da es sonst zu Verwechslungen mit dem Polyomavirus des Seelöwen gekommen
(Sea Lion PyV, SLPyV) wäre. Ähnlich problematisch gestaltete sich die Benennung
der neuen Affen-Polyomaviren. Die Namen und Abkürzungen, der in Publikation 1
vorgestellten Viren, wurden abgeleitet vom wissenschaftlichen Namen des Wirtes, in
dem das Virus gefunden wurde [42]. Hierbei fand der jeweils erste Buchstabe der
Gattung, Art und Unterart Verwendung (Bsp. Pan troglodytes verus polyomavirus,
PtvPyV). Allerdings waren nicht von allen Wirten, der in Publikation 3 publizierten
Affen-Polyomaviren, die Unterarten bekannt. Dies hätte zu einer Doppelbenennung
für das Weißkopfsaki-Polyomavirus (Pithecia pithecia, PpPyV) und das Polyomavi-
rus des Orang-Utans geführt (Pongo pygmaeus, PpPyV) [43]. Zur Umgehung dessen
wurden neue Polyomavirus-Abkürzungen mit dem ersten Buchstaben der Gattung,
den ersten drei Buchstaben der Art und dem ersten Buchstaben der Unterart einge-
führt (Bsp. Pan troglodytes verus polyomavirus, PtrovPyV). Für die zwei erwähn-
ten Dopplungen ergeben sich somit die Namen PpitPyV (Pithecia pithecia) und
PpygPyV (Pongo pygmaeus). Da anzunehmen ist, dass in naher Zukunft weite-
re Polyomaviren in vielen verschiedenen Spezies entdeckt werden, ist es vorteilhaft,
eindeutige Virus-Abkürzung zu verwenden. Für die humanen Polyomaviren eignet
sich die Durchnummerierung in der Reihenfolge der Entdeckung, wie es bereits bei
HPyV6, HPyV7, HPyV9, HPyV10 und HPyV12 angewendet wird.
Für die Einteilung der Polyomaviren in distinkte Genera wäre es ratsam, das System
der Papillomviren zu adaptieren, wie es schon Schowalter et al. und Feltkamp et al.
angeregt haben [30, 400]. Die Neuentdeckung von HPyV10, STLPyV und HPyV12
zeigt, dass das Gliederungssystem von Johne et al. unzureichend ist, da diese Vi-
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ren phylogenetisch in keine der definierten Genera eingeteilt werden können. Zudem
erschwert die rekombinante Natur der Wukipolyomaviren eine eindeutige Einteilung.
Nach der Polyomaviridae Study Group of the International Committee on Taxonomy
of Viruses definiert sich eine neue Polyomavirus-Spezies aufgrund folgender Kriteri-
en: (i) Wirtsbereich; (ii) genetische Merkmale und (iii) die DNA-Sequenzidentität
über das Gesamtgenom. Johne et al. postulierten eine neue Spezies, sobald das Ge-
samtgenom eines neuen Virus weniger als 81% auf Nukleotidebene mit dem nächst-
verwandten bekannten Polyomavirus identisch ist [19]. Somit ist die Generierung des
Gesamtgenoms, neben einer eindeutigen Bestimmung des Wirtes, Voraussetzung für
die Einteilung eines neuen Virus in eine Spezies oder für die Definition einer neu-
en Spezies. Für die phylogenetischen Analysen werden neben den Gesamtgenomen
vermehrt Stammbäume auf Grundlage des T-Ag herangezogen, da sie funktionell
konservierter sind [202,401].
4.5 Evolution der Polyomaviren
Bisher wurde die Evolution der Polyomaviren eng mit der Annahme verknüpft, dass
diese Viren über einen langen Zeitraum mit ihren Wirten koevolvieren [350,401–404].
Auf der Basis der Koevolution wurden Substitutionsraten für JCPyV von ca. 10-7
subs/site/year errechnet. Es wurde angenommen, dass sich JCPyV seit ca. 100.000
Jahren koevolutionär mit dem Menschen entwickelt hat [405,406]. Eine Vielzahl neu
entdeckter Polyomaviren lässt jedoch vermuten, dass neben einer koevolutionären
Entwicklung auch die Interspezies-Übertragung eine wichtige Rolle spielt. Dies ver-
mutet auch Harald zur Hausen hinter dem pathogenen Potenzial von MCPyV [407]:
„As an interesting aspect, polyomavirus infections are commonly non-
oncogenic for their natural hosts, which also accounts for the human po-
lyomaviruses BK and JC. Evidence for their possible role in human can-
cers is at best scarce and remains controversial, although they are widely
spread in all human populations. The mechanism of this host-specific
protection is not well understood. Obviously, this protection originates
from a long coevolution of these viruses with their natural hosts. Their
apparent nonpermissiveness for some animal species seems to be one pre-
condition for oncogenic function of their tumor antigens, which should
raise the question of whether MCPyV adapted relatively recently to the
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human host. In this case it is reasonable to assume that it crossed the
species barrier originally from animal hosts that are in close contact with
humans.“
Er postulierte, dass die Karzinogenität von MCPyV darauf fußt, dass es von Nutz-
oder Heimtieren auf den Menschen übertragen wurde. Die Entdeckung von Poly-
omaviren im Menschenaffen, die dem MCPyV nah verwandt sind, zeigt, dass Pri-
maten als nächste Verwandte des Menschen die wahrscheinlichere Quelle sind, da
diese Viren bereits an einen Wirt adaptiert sind, der dem Menschen genetisch sehr
ähnlich ist [42]. Mögliche Szenarien für die Entwicklung von MCPyV im Menschen
und MCPyV-ähnlicher Viren in nicht-humanen Primaten könnten sein: (i) Die Vi-
ren besitzen einen gemeinsamen Vorfahren und divergierten mit ihren Wirten. Die
MCPyV-ähnlichen Viren im Menschenaffen zeigen jedoch eine höhere genetische Viel-
falt im Vergleich zum humanen MCPyV. Erklärbar wäre dies durch die Infektion der
Schimpansen mit mehr als einem MCPyV-ähnlichen Virus oder durch unterschied-
liche Substitutionsraten. (ii) Die Viren divergierten schon lange bevor sich der ge-
meinsame simiane Urahn aufsplittete, indem sie unterschiedliche Nischen besetzten.
MCPyV besitzt eine Präferenz für die Haut, während die MCPyV-ähnlichen Viren
im Schimpansen möglicherweise lymphozytäre Organe bevorzugen. Gegen eine lan-
ge Koevolution, wie in (i) und (ii) postuliert, spricht jedoch die Pathogenität von
MCPyV im Menschen. (iii) MCPyV gelangte durch Interspezies-Übertragung vom
Schimpansen in die menschliche Population. Diese Übertragung fand erst kürzlich
statt. Dies erklärt zum einen die Pathogenität von MCPyV und zum anderen die
höhere genetische Variation der Schimpansen-Viren.
JCPyV und BKPyV verursachen unter experimentellen Bedingungen Tumore in Na-
gern, werden jedoch sehr selten in humanen Tumoren detektiert. Durch die lange
Adaptation an den Wirt sind diese Viren nicht pathogen. Auch scheint das Affen-
Polyomavirus SV40 in der Lage zu sein, die Artenbarriere zu überspringen, da es in
Hamstern repliziert und zwischen den Tieren übertragen werden kann [408,409].
Weitere Studien greifen die Hypothese der partiellen Interspezies-Übertragung von
Polyomaviren auf [350, 402]. Die phylogenetischen Kodivergenz-Studien von Pérez-
Losada et al. erhärten einerseits die Annahme einer koevolutionären Entwicklung,
deuten andererseits auf Interspezies-Übertragungen im Falle von MPtV, SA12, Bo-
PyV und BKPyV hin [350]. Auch konnten zwei unabhängige Labore zeigen, dass
sich JCPyV um zwei Größenordnungen schneller, als bisher angenommen, entwickelt
(10-5 subs/site/year). Der Ursprung der genetischen Variabilität von JCPyV liegt
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in Anbetracht der neu kalkulierten Substitutionsrate vermutlich nur ca. 350 Jahre
zurück [410,411]. JCPyV ist demnach nicht an die menschliche Evolution gekoppelt
und die Mutationsraten von Polyomaviren liegen, trotz der doppelsträngigen DNA,
höher. (iv) Denkbar ist auch, dass ein nicht zu den Primaten gehörender Wirt Men-
schen und Affen mit MCPyV und MCPyV-ähnlichen Viren unabhängig voneinander
infizierte. Nagetiere oder Fledermäuse sind typische Kandidaten für Interspezies-
Übertragungen. Fledermaus- und Nagetierpolyomaviren zeigen eine hohe genetische
Diversität und sind polyphyletisch über den gesamten polyomaviralen Stammbaum
verteilt. So bilden beispielsweise sechs Fledermaus-Polyomaviren (BatPyV4 a/b, Car-
dioderma PyV, Otomops PyV, Eidolon PyV, Rousettus PyV) eine monophyletische
Gruppe mit MCPyV, Polyomaviren von Schimpansen und einem Gorilla [80]. Diese
Hypothese der evolutionären Entwicklung der Orang-Utan-Polyomaviren aus Borneo
und Sumatra vertreten auch Groenewoud und Kollegen [46]. Die Forschergruppe um
Ying Tao schließt sogar auf Basis ihrer phylogenetischen Analysen der Polyomaviren
eine Koevolution als Erklärung für die Entwicklung der Polyomaviren aus [81]. Die
höhere genetische Vielfalt der Schimpansen-Polyomaviren ließe sich dadurch erklären,
dass Schimpansen in ihrem natürlichen Habitat häufigeren Kontakt zu Fledermäusen
oder Nagetieren und deren Ausscheidungen haben. Die Übertragung von MCPyV-
ähnlichen Viren durch den Schimpansen oder andere Tiere auf den Menschen könnte
aufgrund der menschlichen Besiedlung neuer Habitate später eingesetzt haben.
Neben dem stark ausgeprägten Nierentropismus scheinen weitere Gewebe in den
Vordergrund zu treten (Kap. 2.2.2). Es wurde vermutet, dass die Polyphylie und
Virus/Wirt-Inkongruenz der Nagetier- und Affenpolyomaviren eine Ausnahme dar-
stellen und auf die Pathogenität und den Tropismus zurückzuführen sind. Bildeten
HaPyV, MPtV und LPyV mit der bevorzugten Infektion des Hautepithels, des Lun-
gengewebes und der Lymphozyten eine Besonderheit, so untermauern jedoch die
neu entdeckten Viren MCPyV, HPyV6, HPyV7, TSPyV, KIPyV und WUPyV die-
se Tropismen. Auch rückt die Infektion sekundärer lymphoider Organe vor allem
in nicht-humanen Primaten in den Vordergrund. Die Besetzung unterschiedlicher Ni-
schen (Zell- und Gewebetropismus) könnte einen wichtigen Einfluss auf die Diversität
und evolutionäre Entwicklung dieser Virusfamilie haben.
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4.6 Polyomaviren nicht-humaner Primaten als Risiko für den
Menschen
Polyomaviren nicht-humaner Primaten könnten für den Menschen ein Risiko dar-
stellen. Diese Einschätzung stützen folgende Fakten: (i) Polyomaviren besitzen eine
ausgeprägte genetische Variabilität. (ii) Der Transmissionsweg verläuft über Schmier-
und Tröpfcheninfektion und ist dafür geeignet, effektive Viruspopulationsgrößen im
neuenWirt zu etablieren. (iii) Polyomaviren besitzen pathogenes Potenzial im Fremd-
wirt. (iv) Polyomaviren weisen hohe Durchseuchungsraten innerhalb unterschiedlichs-
ter Populationen auf. (v) Schimpansen sind mit diversen Polyomaviren infiziert und
die enge genetische Verwandtschaft zum Menschen erleichtert eine zoonotische Über-
tragung, die wiederum durch den Verzehr und die Bearbeitung von „bush meat“
begünstigt wird. (vi) Es konnte eine mögliche zoonotische Übertragung durch SV40
gezeigt werden. (v) Hohe Bevölkerungsdichten, mangelnde Hygieneverhältnisse, die
pandemische Ausbreitung von HIV und die damit einhergehende Immunschwäche
könnten die Infektion mit potenziell onkogenen Polyomaviren ermöglichen. (vi) Durch
den Habitatverlust migrieren Wildtiere in urbane Gebiete, wodurch Menschen ver-
mehrt in Kontakt mit Exkrementen oder Überresten der jeweiligen Spezies kom-
men [366].
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4.7 Ausblick
Mit Hilfe der von neuartigen Polyomaviren des Schimpansen und anderer nicht-
humaner Primaten gewonnenen Sequenzen können neue PCR-Methoden entwickelt
werden, die trotz generischer Eigenschaften die Sequenzen eines bestimmten Polyo-
mavirus-Kladus gezielter detektieren und damit die Amplifikation von Sequenzen
der hier postulierten humanen Polyomaviren ermöglichen. Dies könnte durch biologi-
sche und molekularbiologische Untersuchungen an Schimpansen-Polyomaviren flan-
kiert werden, die Aufschluss über Gewebetropismus und Virulenz geben und damit
Rückschlüsse auf die Eigenschaften der postulierten humanen Polyomaviren erlau-
ben. Zellkulturexperimente könnten vergleichende Informationen zu transformieren-
dem Potenzial liefern.
Die PCR-Untersuchung von Proben von Bewohnern der Elfenbeinküste, insbesondere
von Individuen, die mit „bush meat“ in Berührung kommen, kann Aufschluss über
mögliche Infektionen mit Schimpansen-Polyomaviren liefern. Viren vomMCPyV-Typ
sollten hierbei im Fokus stehen.
Bei weiteren Untersuchungen an HPyV9 sollte neben biologischen Eigenschaften in
Zellkultur die Aufklärung von Tropismus und Pathogenität beim Menschen Priorität
bleiben.
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5 Zusammenfassung
Neuartige Polyomaviren in Menschen und nicht-humanen Primaten
Polyomaviren sind kleine, unbehüllte DNA-Viren, die sowohl Säugetiere als auch
Vögel infizieren. Sie sind in der Lage, schwere Erkrankungen bei immungeschwäch-
ten Personen zu verursachen. Angesichts der zunehmenden Anzahl immunsuppri-
mierter Menschen gelangen Polyomaviren als aufstrebende opportunistische Erreger
zunehmend in den Fokus wissenschaftlicher Forschung. Um Einblicke in die Viel-
falt und Verbreitung dieser Viren zu gewinnen, behandelt die vorliegende Arbeit
folgende Fragestellungen: (i) Existieren weitere Polyomaviren in humanen und nicht-
humanen Primaten? (ii) Wie gliedern sich diese Vertreter in den phylogenetischen
Stammbaum der Polyomaviren ein? (iii) Liefern diese Viren Hinweise auf mögliche
Transmissionswege, Tropismen und Pathogenitäten der Polyomaviren? (iv) Inwiefern
lassen Polyomaviren in nicht-humanen Primaten auf die Existenz bisher unbekannter
menschlicher Polyomaviren schließen?
Es wurden 792 Nekropsieproben simianer Herkunft mittels degenerierter PCR analy-
siert und auf Polyomavirus-Sequenzen untersucht. Milz-, Lymphknoten- und Darm-
proben erwiesen sich als geeignetes Material zum Polyomavirus-Nachweis. Es konnten
30 neuartige nicht-humane Primaten-Polyomaviren identifiziert werden: 19 in Men-
schenaffen (15 in Schimpansen, drei in Gorillas und eins im Orang-Utan), fünf in Alt-
weltaffen und sechs in Neuweltaffen. Siebzehn Komplettgenome wurden erfolgreich
sequenziert. Die phylogenetische Analyse zeigt, dass diese Polyomaviren über den ge-
samten Stammbaum verteilt sind. Zehn Polyomaviren aus wilden Menschenaffen wei-
sen eine nahe Verwandtschaft zum humanen MCPyV auf. Dies lässt vermuten, dass
MCPyV aus der Übertragung eines MCPyV-ähnlichen Schimpansen-Polyomavirus
auf den Menschen hervorgegangen ist.
Zusätzlich wurden 597 humane Proben mit Hilfe einer degenerierten PCR unter-
sucht, wobei sich Urin als Probenmaterial zum Polyomavirus-Nachweis gut eignete.
Im Serum einer nierentransplantierten Patientin, die sich unter immunsuppressiver
Behandlung befand, konnte ein bisher unbekanntes humanes Polyomavirus detektiert
und das Genom vollständig sequenziert werden. Da bereits acht humane Polyomavi-
ren bekannt waren, wurde dieses Virus Humanes Polyomavirus 9 (HPyV9) genannt.
Im phylogenetischen Stammbaum ist es nahe mit dem LPyV verwandt. Humane
Seroreaktivitäten gegen LPyV wurden auf eine Kreuzreaktivität zwischen HPyV9
und LPyV zurückgeführt.
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Um die Vielfalt der menschlichen Polyomaviren weiter zu untersuchen, wurde ein
kombinierter Ansatz verwendet. Neben der Identifizierung und phylogenetischen Ana-
lyse der Affen-Polyomaviren wurden zusätzlich humane Seren auf Antikörper gegen
Schimpansen-Polyomaviren untersucht. Das VP1 von vier Schimpansen-Polyomaviren,
die phylogenetisch keinen humanen polyomaviralen Verwandten besitzen, wurde in
E. coli exprimiert und als Antigen in einem ELISA verwendet. Humane Serum- und
Plasmaproben aus der Elfenbeinküste und aus Deutschland zeigten zum Teil starke
Seroreaktivitäten gegen die vier VP1 der Schimpansen-Polyomaviren. Es wird daher
postuliert, dass innerhalb der menschlichen Population weitere Polyomaviren exis-
tieren, die genetisch mit den untersuchten Schimpansen-Polyomaviren verwandt sind
und serologisch kreuzreagieren.
Die Ergebnisse dieser Arbeit leisten einen wichtigen Beitrag, sowohl zum Verständ-
nis der Diversität als auch zum Tropismus und zur evolutionären Entwicklung der
Polyomaviren. Die generierten Sequenzinformationen ermöglichen die Entwicklung
effektiverer nukleinsäure-basierter Systeme zur Detektion von bisher unbekannten
Polyomaviren.
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6 Summary
Novel polyomaviruses in human and non-human primates
Polyomaviruses are a family of small non-enveloped DNA viruses. They infect a wide
range of birds and mammals and are able to cause severe diseases in immunocom-
promised individuals. Given the growing disease burden entailed by acquired immu-
nodeficiencies, human PyVs are now increasingly considered emerging opportunistic
pathogens. Gaining more insight into their diversity, prevalence, and etiopathogenesis
is therefore essential.
The present study assessed the following questions: (i) Are additional polyomaviru-
ses circulating in humans and non-human primates? (ii) How is their phylogenetic
relationship to other polyomaviruses? (iii) Are these viruses able to provide insight
into possible transmission routes, tropisms and pathogenities? (iv) Is there evidence
for the existence of so far unknown human polyomaviruses?
A total of 792 necropsy samples of simian origin were analyzed for the presence of
polyomaviruses by using degenerate primer-based PCR. With this approach a high
prevalence of polyomaviruses in spleen, lymph node and intestine samples was detec-
ted and 30 novel non-human primate polyomaviruses were identified: 19 in great apes
(15 in chimpanzees, three in gorillas and one in orangutan), five in Old World mon-
keys and six in New World monkeys. Seventeen complete genomes were amplified.
Phylogenetic analysis revealed that these new polyomaviruses span nearly the entire
known diversity of mammalian polyomaviruses. This fact suggests that primates as
a whole, including humans, are infected with a plethora of polyomaviruses. Ten po-
lyomaviruses detected in wild Great apes revealed a remarkably close relationship to
the human MCPyV. Thus, MCPyV could be the result of interspecies transmission
of a MCPyV-like chimpanzee polyomavirus to humans.
Additional 597 human samples were tested by using a degenerate PCR, wherein uri-
ne samples proved as the most appropriate material for polyomavirus detection. An
unknown polyomavirus sequence was amplified from the serum of a kidney trans-
plant patient under immunosuppressive treatment. The genome of this virus was
completely sequenced. In phylogenetic analyses, it appeared as the closest relative to
the African green monkey-derived lymphotropic polyomavirus (LPyV). The reacti-
vity of human sera against LPyV is due to crossreactivity between HPyV9 and LPyV.
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To further examine the diversity of human polyomaviruses we used a combinatorial
approach comprised of initial degenerate primer-based PCR identification and phy-
logenetic analysis of non-human primate species. In addition, polyomavirus-specific
serological analysis of human sera was applied. Four chimpanzee polyomaviruses with
no human counterpart were expressed in E. coli for use as antigens in an ELISA.
Human serum and plasma samples from both Côte d‘Ivoire and Germany showed
frequent seropositivity for these four viruses. These results support the existence of
additional polyomaviruses circulating within the human population that are geneti-
cally and serologically related to existing chimpanzee polyomaviruses.
Given the accelerated rate of human polyomavirus discovery over the last few years,
it appears very likely that further, still-unknown polyomaviruses are actually circu-
lating in human populations. Elucidating the evolutionary development may foster
a better understanding of the pathogenicity of the novel polyomaviruses. Therefore,
our study on primates is of importance since it provides insight into polyomavirus
diversity and tropism due to improved nucleic-based methods for the detection of
unknown polyomaviruses.
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